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IhrZeichen: EM 49-97 



Deutsches Patentamt - 80297 MOnchen 

Ins ti tut fur 

MikrO technik Mairlz'TJmb'H" ' "^"'"^^iMelSKfenzelchen und AnmeWer bei 
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waller en: 



Ergebnis einer Druckschriftenermittlung 



Auf den Antrag des 

wirksamam 14. August 1997 gemSG ^ § 43 Patentgesetz □ § 7 Gebrauchsmustergesetz 
sind die auf den beigefOgten Aniagen angegebenen dffentlichen Druckschriften ermittelt worden. 
Ermittelt wurde in folgenden Patentklassen: 



Klasse/Gruppe 



PrOfer 



Patentabt. 



C12G 1/00,1/022,1/073 
C12C 11/09 
C12P 7/04,7/06 
C12M 1/24,1/40 



Pfanzelt 
Pf anzelt 
Dr.Bader 
Heinz e 



41 
41 
42 
41 




Die Recherche im Deutschen Patentannt stQtzt sich auf die Patentliteratur folgender Lander und Organisationen: 



Deutschland (DE.DD), Osterrelch, Schweiz, Frankreich, Groabritannlen, USA, Japan (Abstracts), 
UDSSR (Abstracts). Europaisches Patentamt, WIPO. 

Recherchiert wurde auSerdem in folgenden Datenbanken: 

Aniagen: Patentabteilung 11 

Aniagen 1, 2 und 3 zur Mitteilung der ermittelten Druckschriften Recherchen-Leitstelle 

17 Druckschrift(en) bzw. Ablichtung(en) 




P 2251 Annahmestelle und 
(EDV-L) Nachtbriefkasten 
11/95 nur 

ZweibrUckenstraHe 12 

SchnetlbahnanschluK im 
Munchner Verkehrs- und 
Tarifverbund (MW): 



Dlenstgebaude 

ZweibriickenstraGe 12 CHauptgebSude) 
ZweibrOckenstraOe S-7 (Breitertiof) 
WinzererstraUe 47a/Saarstra(le 5 

Winzererstraae 47a / SaarstraGe 5: 
U2 HohenzollernplaU 



Hausadresse (fQr Fracht) 
Deutsches Patentamt 
ZweibruckenstraOe 12 
80331 Munchen 



Telefbn (089) 2195-0 
Telefax (089) 2195-2221 
Telex 5 23 5 34 



Banken: Postbank Niederiassung Munchen 
791 91-803 (BLZ 700 100 80) 
LarwJeszentralbank Munchen 
700 010 54 (BLZ 700 000 00) 



ZweibrQckenstraQ« 12 (Hauptgebdude). ZweibruckenstraGo 5-7 {BreiterhoO: 
S1 - S8 Isartor 
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DATUM: 26. 01 . 1998 SEITE : 1 



197 32 710.9 
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Druckschr i f ten : 
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US 
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59 


662 




US 
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Bine Anmelder/lnhaber -t- Alctenzeichen bet alien Eingaben angeben; bei Zahlungen auch Verwendungszweck. Hinweise auf der Ruckseite beachten ! 
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Zweibruckonstr. 12 
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Zweibruckenstr. 12 (Hauptgebaude) 
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$ JP Patents Abstracts of Japan: 
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SEFUCA, Vladimir, et. al. : Polyelectrolyte Complex 
Capsules as A Material for Enzyme Immobilization. 
In: Applied Biochemistry and Biotechnology, Vol. 
30, 1991, S, 313-324; 

JP Patent Abstracts of Japan: 

61- 100186 A., C-374,Sep. 24, 1986, Vol . 10, No. 280; 
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Erklarungen siehe Aniage 3 ( P 2255 ) 



DEUTSCHES PATENTAMT 

80297 MQnchen 



Hinwetse zur Mitteilung (Vordruck P 2251) 

Eine Gewahr fur die Vollstandigkeit der Ermittlung wird nicht geleistet (§ 43 Abs. 7 Patentgesetz bzw. § 7 Ab6. 
2 Gebrauchsmustergesetz i.V.m. § 43 Abs. 7 Satz 1 Patentgesetz). 

Die angegebene Patentiiteratur kann in den Auslegehallen des Deutschen Patentamts, 80331 MQnchen, 
ZweibrQckenstrafSe 12 oder 10969 Berlin. Gitschiner Str. 97 eingesehen werden; deutsche Patentschriften, 
Auslegeschriften und Offenlegungsschriften auch in den Patentinformationszentren. Ein Verzeichnis uber diese 
Patentinformationszentren kann auf Wunsch vom Deutschen Patentamtsowie von einigen Privatfirmen bezogen 
werden. 



Erklarungen zur Aniage 2 (Vordruck P 2253) 

Spalte 1 : Kategorie 

Es bedeutet: 

X: Druckschriften. die Neuheit oder ErfindungshGhe allein in Frage stellen 

Y: Druckschriften. die die ErfindungshShe zusammen mit anderen Druckschriften in Frage stellen 
A: Allgemein zum Stand der Technik, technologischer Hintergrund 

O: Nicht-schriftliche Offenbarung. z.B. ein In einer nachverOff^entlichten Druckschrift abgedruckter 

Vortrag.der vor dem Anmelde- oder Prioritatstag affentlich gehalten wurde 
P: !m Prioritatsintervall veroffentlichte Daickschriften 

T: Nachvereffentlichte, nicht kollidierende Druckschriften. die die Theorie der angemeldetenErfindung 
betreffen und fur ein besseres Verstandnis der angemeldeten Erfindung nQtzlich sein kdnnen bzw, 
zeigen. dad der angemeldeten Erfindung zugrunde liegende Gedankengdnge oder Sachverhalte 
falsch sein kSnnten 

E: Altere Anmeldungen gemaS § 3 Abs. 2 PatG (bei Recherchen nach § 43 PatG); Sltere Patentanme!- 

dungen oder SItere Gebrauchsmuster gemSG § 16 GbmG (bei Recherchen nach § 7 GbmG) 
D: Druckschriften, die bereits In der Patentanmeldung genannt sind 

L: Aus besonderen GrQnden genannte Druckschriften. z.B. zum VerGffentlichungstag einer Entgegen- 
haltung Oder bei Zweifein an der Prioritat. 

Spalte 2: Ermittelte Druckschriften / Ertaute run gen 

Veroff.: Veroffentlichungstag einer Druckschrift im Prioritatsintervall 

nr: Nicht recherchiert, da allgemein bekannter Stand der Technik. oder nicht recherchierbar 

=: Druckschriften, die auf dieselbe Urspmngsanmeldung zuruckgehen ("Patentfamilien") Oder auf 

die sich Referate oder Abstracts beziehen. 

Nichts ermittelt 

Spalte 3: Betroffene Anspruche 

Hier sind die AnsprQche unter Zuordnung zu den in Spalte 2 genannten relevanten Stellen angegeben. 
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zur Mitteilung der ermittelten Druckschriften 
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VERTRAG UBER DlJ^pTERNATIONALE ZU SAM IvlJ^AR BEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 



Absender: MIT DER INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
PROFUNQ BEAUFTRAGTE BEHORDE 



An: 



INSTITUTFURMIKROTEG^JHIK, -V^^ H^^^ £ 
MAINZ GMBH ^ ' ' " - " ■ ' " ' 



Carl-Zeiss-Strasse 18!»2Q 
D-55129 Mainz 
ALLEMAGNE 



EiMganQ: 2 9. APR. 1999 If^^M 



[..-■i^liliiSLi^^ HjH 



o AM 2000 



PCT 



lAL 



A jsendedatum 
■ 7" ag/Monat/Jahr) 



Aktenzeichen des Anmelders oder AnwaJts 
EM 49-97 



SCHRIFTLICHER BESCHEID 
(Regel 66 PCT) 



2 7, 



ANTWORT FALLIG innerhalb yon 3. Mpnateri oi':2QQ\ 
^"aSolifiem Absend t,7J 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP98/04726 



Internationales Anme\die<ia\xsm(Tag/Monat/Jahr) 
29/07/1998 



Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 
30/07/1997 



Internationale Patentklassifikation (IRK) oder rationale Wassifikation und IRK 
C12G1/02 . 



Anmelder 

INSTITUT FUR MIKROTECHNIK MAINZ GMBH et al. 



1 . Dieser Bescheid ist der erste schriftliche Bescheid der mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragte Behorde 

2. Dieser Bescheid enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I S Grundlage des Bescheides 

II □ Prioritat 

III □ Kelne Erstellung eines Gutachtens Qber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

IV □ Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

V S Begrundete Feststellung nach Regel 66.2(a)(ii) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und 

der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklamngen zur StQtzung dieser Feststellung 

VI □ Bestimmte angefQhrte Unterlagen 

VII S Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

VII! S Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

3. Der Anmelder wird aufgefordert, zu diesem Bescheid Stellung zu nehmen 
Wann? 



Wie? 



Dazu: 



Stehe oben genannte Frist Der Anmelder kann vor Ablaut dieser Frist bei der Behorde eine 
Veriangenjng beantragen. siehe Regel 66.2 d). 

Durch Einreichung einer schriftlichen SteKungnahme und gegebenenfalls von Anderungen 
nach Regel 66.3. Zu Form und Sprache der Anderungen. siehe Regeln 66.8 und 66.9. 

Hinsichtlich einer zusatzlichen Moglichkeit zur Einreichung von Anderungen, siehe Regel 66.4. 
Hinsichtlich der Verpfiicr\tung des Prufers. Anderungen und/oder Gegenvorstellungen zu berucksichtigen. 
siehe Regel 66.4 bis. 

Hinsichtlich einer formlosen Eroterung mit dem Prtifer, siehe Regel 66.6. 
Wird keine Stellungnahme eingereicht, so wird der Internationale voriaufige PrQfungsbericht auf der Gmndlage dieses Bescheides erstellt 

Der Tag, an dem der Internationale voriaufige Prufungsbericht 
gemaB Regel 69.2 spatestens erstellt sein mu6. ist der: 30/1 1/1999. 



Name und Postanschrifft der mit der tntemationalen Prufung 
beauftragte Behorde: 

Europaisches Patentamt 
6i)) t^-80298 Munchen 

Tel. (-1-49-89) 2399-0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: (+49-89) 2399-4465 



Bevoltmachtigter Bediensteter / Priifer 
Thiele. U 



Formalsachbearbelter (einschl. Fristverlagerung) 
Houyez-Stevens, M 

Tel. (+49-89) 2399 8163 



Formblatt PCT/IPE/V408 (Deckblatt) (Januar 1994) 




SCHRIFTLICHER BESCHEID Internationales Aktenzeichen PCT/EP98/04726 



I. Grundlage des Bescheids 

1 . Dieser Bescheid wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt aufeine Aufforderung 
nach Aftikel 14 bin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Besctieids als "ursprunglich eingereicht".): 

Beschreibung, Seiten: 

1-14 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-21 ursprungliche Fassung 

Zeichnungen, Blatter: 

1/1 ursprungliche Fassung 

2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3. Dieser Bescheid ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 

4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 

V. Begrundete Feststellung nach Regel 66.2(a)(li) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und 
der gewerbllchen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Anspruche 1-9,12,15-17,19-21 

Erfinderische Tatigkeit (IS) Anspruche 1 -21 

Gewerbliche Anwendbarkeit (lA) Anspruche 

2. Unterlagen und Erklarungen: 
siehe Betblatt 



FormblattPCT/!PEA/408 (Felder l-VIII. Blatt 1) (Januar 1994) 



m 



SCHRIFTLICHER BESCHEID 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP98/04726 



VII. Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Es wurde festgestellt, daB die intemationale Anmeldung nach Form oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 
siehe Beiblatt 

VIII- Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der PatentansprOche. der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 

siehe Beiblatt 



FormblattPCT/IPEA/408 (Felder l-VIII. Blatt 2) (Januar 1994) 



m 



SCHRIFTLICHER BESCHEID 



Internationales Aktenzelchen PCT/EP98/04726 



BEIBLATT 

Sektion V 

1 ) Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 

D1 WO-A-9 423 832 

D2 US-A-5 627 062 

D3 EP-A-0 133 346 

D4 EP-A-0 681 834 

2) Die vorliegende Anmeldung erfullt das in Artikel 33(2) PCT genannte Kriterium 
niclit, well der Gegenstand der Anspruche 1 - 9, 12, 15 - 17 und 19-21 im 
Hinblick auf den in der Ausfiiinrungsordnung umschriebenen Stand der Technik 
(Regel 64.1 - 64.3 PCT) nicht neu ist. 

Als Vorbemerkung scheint es wichtig darauf hinzuweisen, da(3 gemal3 
vorllegender Anmeldung (sieiie 2.B. Anspruch 5 im Kontext mit Anspruch 1) 
zumlndest eine Hullmembranschlcht aus dem gleichen Material wie die 
einbettende Matrix t)estehen kann. 

D1 (siehe insbesondere Seite 2, Zeilen 12-14; Seite 3, Zeiien 12 - 16; Seite 4, 
Zeilen 4-16 und 31 - 32; Seite 6, Zeilen 23 - 28; Seite 9, Zeilen 8 - Seite 10, Zeile 
23; Seite 16, Zeilen 10-19; Seite 19, Zeile 33 - Seite 20, Zeile 22; Seite 23, Zeile 
26ff; Beispiel 9; Anspruche) offenbart Mikrokapsein im Sinne des vorliegenden 
Anspruchs 1 , wobei die periphere Membran aus dem Transacylierungsprodukt 
veresterter Polysaccharide und eines Polyamins besteht. Die Polymere konnen 
Alginsaure und/oder Polymethylacrylat enthalten. Das Innere der Mikrokapsein 
kann verflussigt sein. D1 ist somit neuheitsschadlich fur den Gegenstand der 
Anspruche 1 - 9, 12, 15 - 17. 19-21. 

D2 (Zusammenfassung; Spalte 2, Zeile 62 - Spalte 3, Zeile 65; Spalte 4, Zeilen 59 
- 63; Spalte 6, Zeilen 21 - 25; Spalte 8, Zeilen 6 - 9; Beispiel II; Anspruche 4, 5, 
15, 16) offenbart Mikrokapsein im Sinne des vorliegenden Anspruchs 1, die mit 
einer Doppelschicht-Membranenstruktur ausgestattet sind. wobei die innere 
Schicht aus dem die Mikroorganismen einschlieBenden Gelmaterial besteht und 
die auBere Schicht im wesentlichen frei von den besagten Zeilen ist. D2 ist somit 



Formblatt PCT/Beiblatt/408 (Blatt 1) (EPA- April 1997) 




SCHRIFTLICHER BESCHEID Internationales Aktenzeichen PCT/EP98/04726 
BEIBLATT 

neuheitsschadlich fur den Gegenstand der Anspruche 1 - 5, 8. 9. 15 - 17 und 20 - 
21. 

D3 offenbart Mittel zur Herstellung alkoholhaltiger Getranke, wobei Hefe in 
Polymermatrices immobilisiert ist, und die MaUlx von einer permeablen Schicht 
umhullt ist (siehe Seite 13, Punkte 1 - 4). Die Hefezellen vermogen nicht aus den 
Mikrokapsein auszutreten (siehe Seite 13, letzter Absatz - Seite 14, dritter 
Absatz). D3 ist somit neuheitsschadlich fur den Gegenstand der Anspruche 1, 2, 
3. 5, 8, 9, 15, 20 und 21. 

3) Die abhangigen Anspruche 1 0, 1 1 , 1 3, 1 4 und 1 8 enthalten keine Merkmale, die 
in Kombination mit den Merkmalen irgendeines Anspruchs, auf den sie sich 
beziehen, die Erfordernisse des PCT in bezug auf erfinderische Tatigkeit erfiillen 
(Art. 33(3) PCT). Die Grunde dafur sind die folgenden: 

Der Gegenstand der Anspruche 1 0, 1 1 . 1 3 und 1 4 ist fur den Fachmann 
naheliegend, sobald einmal das Grundprinzip der Doppelnnembranmikrokapsein in 
der Herstellung alkoholischer Getranke bekannt ist. Die Parameter aus Anspruch 
18 scheinen lediglich aus einer beliebigen Auswahl aus einer Vielzahl mogiicher 
naheliegender Bereiche zu resultieren und keinen unenwarteten technischen 
Effekt zu zeitigen. 

4) Ist scheint auch wichtig zu erwahnen, daB erfindungsgemaBe Mikrokapsein aus 
D4 bekannt sind. Dort sind sie fur biotechnologische Anwendungen empfohlen. 
Deren Verwendung mit gleicher Wirkung, d.h. langfristige am-Leben-Erhaltung 
eingeschlossener Zellen und Enzyme in optimalem aktivem Zustand bei 
kontrolliertem Stoffaustausch zum Beispiel in Bioreaktoren (siehe Spalte 1 , Zeilen 
26 - 49) zu ahnlichem Zweck in der Herstellung alkoholischer Getranke ist 
aufgrund der Gleichheit bzw. Ahnlichkeit der Materialien zu denen aus D1 - D3 fur 
den Fachmann eine fachubliche MaBnahme. 

Folglich ermangelt es dem Gegenstand der Anspruche 1 - 21 an erfinderischer 
Tatigkeit im Hinblick auf die kombinierte Lehre aus D4 und D1 - D3, in 
Kombination oder einzein genommen (Art. 33(3) PCT). 
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5) Gegenwartig ist nicht erkennbar, welcher Teil der Anmeldung die Grundlage fiir 
einen neuen Anspruch bilden konnte. der die in Artikel 33(1) PCT genannten 
Kriterien erfullen wurde. Sollte die Anmelderin dennoch in irgendeiner Einzelheit 
etwas Patentfaliiges sehen, so sollte sie eInen Im Einklang mit Regel 6.3(b) PCT 
abgefaBten unabhangigen Anspruch einreichen, der diese Einzelheit 
berucksichtigt. Im entsprechenden Antwortschreiben sollte sie zusatzlich anhand 
des Problem-Losungs-Ansatzes angeben, wie sich diese Einzelheit vom Stand 
der Technik unterscheidet und worin ihre Bedeutung liegt. 

Es ist allgemein anerkannt, daB das von einer Erfindung zu losende technische 
Problem durch die Aufgabe, den nachsten Stand der Technik so abzuandern, daB 
mit dem Unterschied zum Stand der Technik verknuptte technische Effekte 
erreicht werden. definiert werden kann. Die Losung fiir das gestellte Problem ist in 
der Gesamtheit der technischen Merkmale zu sehen, die fur diesen Effekt 
verantwortlich, jedoch im Stand der Technik nicht vorhanden sind. 



Sektion VII 

Im Widerspruch zu den Erfordernissen der Regel 5.1 a) ii) PCT werden in der 
Beschreibung weder der in den Dokumenten D1 - D3 offenbarte einschlagige 
Stand der Technik noch diese Dokumente angegeben. 



Sektion Vlli 

1 ) Ein relativer Begriff wie "niedermolekulare[n] Alkohole[n]" ohne eindeutigen 
Bezugspunkt auf dem Gebiet der organischen Chemie, der keine allgemein 
anerkannte Bedeutung hinsichtlich seiner Hochstzahl an Kohlenstoffatomen hat, 
ist mehrdeutig und deshalb nicht geeignet, den Gegenstand des Schutzbegehrens 
im Anspruch 21 klar anzugeben (Art. 6 PCT). 

2) Der Begriff "in hohen Ausbeuten" ist relativ, fuhrt zu Unklarheiten, was den 
Schutzumfang des Anspruchs 21 betrifft und ist nicht geeignet, den Gegenstand 
dieses Anspruchs vom Stand der Technik abzugrerizen (Art. 6 PCT; siehe auch 
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Richtlinien C-lll, 4.5). 

3) Der Schutzumfang der Anspriiche 9 und 1 7 ist aufgrund der verwendeten Begriffe 
"vorzugsweise", "insbesondere", "wie [...]" unklar (Art. 6 PCT; siehe Richtlinien C- 
III, 4.6). 
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1 . Geanderter Hauptanspruch 

Beiliegend wird in zweifacher Ausfertigung ein geanderter 
Hauptanspruch uberreicht. der sich vom ursprunglichen Anspruch 1 
durch die Aufnahme des Merknnals unterscheidet, dali die Schichten 
keine der im Kapselinneren eingeschlossenen Zellen bzw, Enzynne 
aufweisen. Dieses Merkmal wurde dem dritten Absatz der Seite 4 
entnommen. 



2. Zu Sektion V des Prufbescheids: 

Zum angefuhrten Stand derTechnik: 

Die WO 94/23832, als D1 bezeichnet. beschreibt Teilchen, 
insbesondere Mikrokapsein, die an der Oberflache eine Membran aus 
dem Produkt einer Transacylierungsreaktion zwischen einem 
veresterten Polysaccharid und einem Polyamin umfassen. Zu deren 
Herstellung werden Tropfchen, die das zu verkapselnde Material, ein 
getierbares Polysaccharid, ein verestertes Polysaccharid und ein 
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Polyamin aufweisen in ein Gelierungsbad fallen gelassen. Die so 
erhaltenen Teilchen werden in eine alkalische Losung gebracht, um die 
Transacylierungsreaktion auszulosen. Hierbei wird an der Oberflache 
der gelierten Teilchen eine Membran ausgebildet. AIs Polyamin- 
Substanz kann eine Polysaccharid, das Amin-Gruppen tragt, wie 
Chitosan, verwendet werden (Seite 16, Zeilen 10 bis 12). Die Dicke der 
Membran. ihre Bioabbaubarkeit und die Enge ihrer Poren kann durch die 
Dauer der Transacylierungsreaktion und durch die Bedingungen der 
Alkalisierung gesteuert werden (Seite 5, Zeile 33 bis Seite 6, Zeile 3; 
Seite 7, Zeilen 18 bis 22). Mit der Variation der Dicke der Membran 
C V bietet sich die Moglichkeit der Einstellung der Mernbraneigenschaften. 

etwa der Diffusionskinetik des Inhalts im externen Medium (Seite 6. 
Zeilen 28 und 29; Seite 7, Zeilen 1 bis 3). Die Teilchen weisen einen 
zentralen Teil, der aus einer gelierten oder verflussigten wassrigen 
Phase, die Zeilen oder Enzyme enthalt. besteht. und eine aufiere 
Schicht auf, die das eingeschlossene Material, wie Zeilen oder Enzyme, 
nicht enthalt (Seite 10, Zeilen 1 bis 13). 

Die US 5.627.062. als D2 bezeichnet. betrifft Teilchen aus einem Gel mit 
einer Doppel-Lagen-Struktur. Die innere Lage oder der Kern der Gel- 
Teilchen enthalt die zu immobilisierenden Mikroorganismen. Die aufiere 
Lage ist im wesentlichen ohne diese Mikroorganismen. Als 
Mikroorganismen werden bevorzugt Hefen zur Schaumweinherstellung 
genannt. 

Die EP 0 133 346 A2. als D3 gefuhrt. beschreibt ein Verfahren zur 
Durchfuhrung der alkoholischen Garung, wobei die Hefe entweder von 
einem porosen Behalter eingeschlossen ist. dessen Porositat ein 
Austreten der Hefen verhindert, oder auf einem Substrat immobilisiert 
ist, das sich innerhalb des Gefafies befindet Als Moglichkeiten zur 
Immobilisierung werden die Immobilisierung in einer Polymermatrix, 
Adsorption auf einem Trager. chemische Bindung zu einem Trager oder 
die Kombination der genannten Moglichkeiten mit einer dunnen Hulle 
aus einem permeablen Material, wie Silicon oder Plastik, erwahnt (Seite 
13, Punkte 1 bis4). 

Die als D4 bezeichnete EP 0 681 834 A1 wurde bereits in der 
vorliegenden Anmeldung auf der Seite 5, vorletzte Zeile bis Seite 6, 
erster Absatz, gewCirdigt. 
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Unterschiede der vorliegenden Erfindung zum angefuhrten Stand 
der Technik: 

Im Gegensatz zur vorliegenden Erfindung beschreibt die D1 
Mikrokapsein nnit einer Hullmembran aus lediglich einer einzigen 
Schicht. Die Mikrokapsein nach D1 erlauben ein Einstellen der 
Membraneigenschaften, beispielsweise der Durchlassigkeit und der 
(C:^^ mechanischen Stabilitat, nur durch Variation der Eigenschaften dieser 

einen, die Hullmembran aufbauenden Schicht. Damit ist kein 
unabhangiges Einstellen von beispielsweise der Porositat und der 
mechanischen Eigenschaften der Mikrokapsein moglich. Die 
Eigenschaften der Membran werden im wesentlichen uber die 
Membrandicke eingestellt, was bei dicken Membranen lange 
Diffusionswege und damit einen schlechteren Austausch zwischen dem 
Kapselinneren und dem Aufieren zur Folge hat. Zwar liegen in der 
Hullmembran stabile kovalente Bindungen vor. jedoch erfordert der 
Aufbau der Membran alkalische Bedingungen zum Start der 
Transacylierung. Unter alkalischen Bedingungen kann jedoch eine 
Schadigung des eingekapselten Materials, beispielsweise eine 
Denaturierung von Enzymen. stattfinden. 

Das erfindungsgemafie Mittel besteht dagegen aus Mikrokapsein. deren 
Hullmembran mindestens zwei Schichten aufweist. Durch die 
€i Kombination der individuellen Eigenschaften der einzelnen Schichten zu 

einer Hullmembran, konnen die Membraneigenschaften in einer 
wesentlich grofieren Variationsbreite eingestellt werden. So kann 
beispielsweise die mechanische Stabilitat durch eine Schicht und 
unabhangig davon die Porositat durch eine weitere Schicht eingestellt 
werden. Damit konnen unterschiedliche Anforderungen an die 
Hullmembran bei der Herstellung und/ oder Behandlung alkoholhaltiger 
Getranke, beispielsweise durch den Einsatz sich rasch vermehrender 
Hefen oder kleiner Enzyme, gezielt erfullt werden. Der Aufbau der 
Membran, beispielsweise durch Komplexierung, erfordert keine 
drastischen Reaktionsbedingungen und ist damit ntcht schadigend fur 
das immobilisierte MateriaL 
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Aufgrund des unterschiedlichen Aufbaus der Htillmembran, die D1 
offenbart nur einschichtige Hullmembranen, wahrend die vorliegende 
Erfindung eine mindestens zweischichtige Hullmembran beschreibt, ist 
die vorliegende Erfindung gegenuber der D1 neu. Daruber hinaus ist der 
D1 kein Hinweis zu entnehmen. da(i die Hullmembran aus zwei Oder 
mehr Schichten, ob aus dem gleichen oder unterschiedlichen 
Materialien, aufgebaut sein kann. 

Formal wird in der D2 eine Hullmembran mit zwei Schichten 
beschrieben. Jedoch ist die innere Schicht, da sie aus dem gleichen 
Material wie das Kapselinnere besteht und auch Zellen aufweist, nicht 
vom Kapselinneren eindeutig zu unterscheiden. Ebenso ist aufgrund des 
Herstellungsverfahrens die aufiere Schicht nicht klar von der inneren 
Schicht zu unterscheiden. So wird bei der Herstellung versucht, die 
Doppelschicht schon im flussigen Zustand vorzugeben, indem ein Zellen 
enthaltender Fluidstrom von einer zellfreien Flussigkeit umgeben wird. 
Die so erhaltenen Tropfen fallen in ein Fallbad. Aufgrund von 
unvermeidlichen Vermischungsvorgangen kommt es zu einer Verteilung 
der einzukapselnden Zellen. so daft die Hullmembran nicht aus zwei 
Schichten aufgebaut ist, sondern lediglich in der einen Schicht von Innen 
nach AufJen die Konzentration an eingeschlossenen Zellen abnimmt. 
Die Aufteiiung der Hullmembran in zwei Schichten ist rein formal und 
beruht allein auf der unterschiedlichen Zellkonzentration. Weiterhin weist 
die Hullmembran auch das Gelmaterial des Kapselinneren auf, so daft 
eine Verflussigung des Kapselinneren ohne eine Zerstorung der 
Hullmembran nicht in Frage kommt. 

Bei der vorliegenden Erfindung liegt eine klare und eindeutige Trennung 
zwischen Kapselinneren und innerster Schicht der Hullmembran vor. 
Des weiteren enthalt die innerste Schicht keine der im Kapselinneren 
enthaltenen Zellen bzw. Enzyme. Schlieftlich werden die einzelnen 
Schichten konsekutiv aufgebracht, so daft eindeutig von einzelnen 
Schichten und nicht von einer Schicht mit nach Auften abnehmender 
Zellkonzentration gesprochen werden kann. Durch das explizite 
Aufbringen von einzelnen Schichten ist es moglich, die Materialien so zu 
wahlen, daft eine Verflussigung des Kapselinneren unter Erhalt der 
Hullmembran moglich ist. 

Aus diesen genannten Grunden liegt auch eine Neuheit der Erfindung in 
Bezug auf die D2 vor. Auch der D2 kann kein Hinweis auf einen der 
Erfindung entsprechenden Aufbau der Hullmembran entnommen 
werden. 
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In der D3 wird zwar die Idee einer permeablen Membran uber in einer 
Polymermatrix immobilisierten Hefezellen geaufiert, jedoch sind der D3 
keinerlei Hinweise zu dem Aufbau der Membran, erst recht nicht zu 
einem mehrschichtigen Aufbau. zu entnehmen. Die Neuheit der 
vorliegenden Erfindung zur D3 ist damit offensichtlich. 

Die D4 beschreibt Kapsein mit mehrschichtiger Hullmembran. 
insbesondere zum Immobilisieren lebender Zellen zum Einsetzen in 
Gewebe von Lebewesen. Durch die Wahl der die Schichten der 
Hullmembran aufbauenden Materialien konnen die mechanischen 
( . Eigenschaften und die Durchlassigkeit der Membran gezielt eingestellt 

werden. Der Einsatz Oder die Modifikation solcher Kapsein als Mittel zur 
Herstellung und/ Oder Behandlung alkoholhaltiger Getranke, 
insbesondere Wein oder Schaumwein, wird nicht genannt. Es wird auch 
kein Hinwels gegeben. dafi solche Kapsein zur Immobilisierung 
prollferierender Zellen, wie Hefezellen, uberhaupt einsetzbar sind. 
Ebenso ist aus der D4 nicht bekannt, ob solche Kapsein zur 
Immobilisierung von Zellen oder Enzymen verwendbar sind. die bei der 
Umsetzung gasformige Produkte. wie Kohlendioxid, erzeugen. Daruber 
hinaus wird auch nicht die Moglichkeit der Verwendung in der 
Lebensmittelhersteliung, insbesondere in grofitechnischem MaBstab, 
erwahnt. 

Die Prufungsstelle hat zutreffenderweise die Neuheit der vorliegenden 
Erfindung gegenuber der D4 bejaht. Jedoch kann der Auffassung der 
Prufungsstelle dahingehend nicht gefolgt werden, daft dem Gegenstand 
^B' der Anspruche 1 bis 21 an erfinderischer Tatigkeit im Hinblick auf die 

Kombination aus D4 und D1 bis D3 ermangelt. 



Zur Kombination aus D4 und D1: 

Die Kapsein nach D1 weisen sich durch eine Huilmembran aus, die als 
Produkt einer Transacylierungsreaktion kovalente Bindungen aufweist. 
Solche Kapsein sollen auch fur die Immobilisierung von Hefen, 
beispielsweise zur Herstellung von Bier oder Champagner. geeignet 
sein (Seite 20, Zeilen 3 bis 5). In der D1 werden als Stand der Technik 
Kapsein genannt, die eine durch EIntauchen von Alginat-Spharen in eine 
Losung eines polykationischen Polymers erhaltene Schicht aufweisen. 
Zwischen dem Alginat und dem Polykation liegt eine lonenbindung vor 
(Seite 1, Zeilen 21 bis 25). Als Anwendung wird die Fermentation in der 
Nahrungsmittelindustrie, beispielsweise von Bier oder Champagner, 



-5- 



Institut fur 

Mikrotechnik 

Mainz 



genannt. Da die Membranen solcher Kapsein lonenbindungen statt 
kovalenter Bindungen aufweisen, besitzt die Membran nur eine 
begrenzte Stabilitat. So halt die Membran dem durch eine 
Zellvernnehrung in den Kapsein bedingten Dnjck nicht stand, wodurch 
immobilisierte Zellen in das umzusetzende Medium ubertreten (Seite 2, 
Zeilen 12 bis 18), 

Hieraus entnimmt der Fachmann die Lehre, zur Immobilisierung, 
insbesondere von Hefen, Kapsein zu verwenden, die Hullmembranen 
mit einer Schicht mit bei der Herstellung geknupften kovalenten 
{: Bindungen, wie in der D1 beschrieben. aufweisen. Der Fachmann. der 

sich die Aufgabe gestellt hat, Zellen, insbesondere Hefen, bzw. Enzyme 
dauerhaft zu immobilisieren, wird also gerade durch die D1 abgehalten. 
Kapsein nach D4 zu Fermentation in der Nahrungsmittelindustrie zu 
verwenden. Vielmehr betreffen D4 und D1 vollig unterschiedliche 
Losungsansatze zur Immobilisierung von Zellen oder Enzymen. so dafi 
fur den Fachmann eine gedankliche Kombination der Lehre aus D4 mit 
der Lehre aus D1 nicht in Frage kommt. Daher liegt nach diesseitiger 
Aufassung sehr wohl auch im Hinblick auf die Schriften D4 und D1 eine 
erfinderische Tatigkeit vor. 

Zur Kombination D4 mi D2, D3 bzw. dem in D1 zitierten Stand der 
Technik: 

Dem Fachmann ist, beispielsweise aus der oben erwahnten, in D1 
Ci? enthaltenen Wurdigung zum Stand der. Technik, bekannt. dafi Kapsein 
mit einer Hullmembran. die eine ionisch gebundene Schicht aufweist, 
nicht zum dauerhaften Immobilisieren von Hefezellen geeignet sind. So 
findet durch eine Vermehrung der Hefen ein Auswachsen aus der 
Kapsel in das umzusetzende Medium statt, was mit einer Zerstorung der 
Kapsein einhergehen kann. Bei Kapsein ohne Hullmembran. 
beispielsweise Alginat-Kugelchen. ist dieser Nachteil sogar noch 
ausgepragter. Dies trifft ebenfalls auf die in der D2 und D3 
beschriebenen Kapsein, die keine durch Knupfung kovalenter 
Bindungen erhaltene Schichten aufweisen, zu. 

Bei einer gedanklichen Kombination der Lehre, Kapsein mit einer 
einschichtigen Hullmembran, die nicht durch Knupfung kovalenter 
Bindungen erhalten wurde, wie in der D1 zum Stand der Technik, in der 
D2 Oder D3 beschrieben. zur Fermentation einzusetzen, mit der Lehre 
der D4, Kapsein mit einer mehrschichtigen Hullmembran, bei der 
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ebenfalls die Schichten nicht durch Knupfung kovalenter Bindungen 
erhalten wurden, wurde ein Fachmann erwarten, dafi: 

- die immobilisierten Hefen durch das starke Wachstum aus den 
Kapsein austreten wurden, 

-die Hullmemban durch das Hefewachstum und/ Oder die Kohlendioxid- 
Produktion zerstort werden wurde. 

Selbst bei einer nicht zu erwartenden, ausreichenden mechanischen 



- aufgrund des eingeschrankten Wachstums der Hefen diese ihre 
Aktivitat reduzieren, einstellen oder gar absterben. 

- aufgrund des mehrschichtigen Aufbaus der Hullmembran kein fur eine 
grolitechnische Produktion ausreichend grofter Stoffaustausch 
stattfinden wurde und keine ausreichende mechanische Stabiiitat 
gewahrleistet ware. 

Aus diesen Ausfuhrungen ergibt sich nach diesseitiger Auffassung 
eindeutig, da(i der Fachmann unter der gestellten Aufgabe eine 
Kpmbination der D4 mit der D1 bis D3 nicht ernsthaft in Erwagung 
gezogen hatte. Vielmehr hatte er die D1 als mogliche L5sung seiner 
Aufgabe naher betrachtet und sich daraufhin dem in der D1 zitierten 
Stand der Technik und der Lehre nach D2, D3 sowie D4 abgewandt. 



Fur den Fachmann wurde dagegen mit erfindungsgemalien Kapsein, die 
eine Hullmembran mit mindestens zwei Schichten aufweisen. vollig 
unerwartet und uberraschend gefunden, dad 

- die Hullmembran der erfindungsgemaSen Kapsein ausreichend stabil 
ist, insbesondere auch unter sauren Bedingungen, wie beispielsweise 
bei der Weinherstellung, 

- die mechanische Stabiiitat ausreicht, um auch Ruhrwerken in groften 
Fermentern standzuhalten und damit ein grofitechnischer Einsatz in der 
Getrankeindustrie in Frage kommt. 

- keine immobilisierten Zellen, insbesondere Hefezellen, auswachsen 
und damit das umzusetzende Medium zellfrei bleibt, 



stabiiitat der Hullmembran wurde der Fachmann vermuten, dafi 
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- keine Kohlendioxid-Anreicherung in den Kapsein eintritt, 

- die Hefezellen sich anfanglich vermehren. dann jedoch ihr Wachstum 
einstellen, 

- immobilisierte Hefezellen auch uber lange Zeitraume eine hohe 
Aktivitat beibehalten. 

- die Aktivitat gleich hoch derjeniger unverkapselter Hefen ist. 

- trotz des mehrschichtigen Aufbaus ein guter Stofftransport durch die 
Hullmembran stattfindet und damit ein groBtechnischer Einsatz in 
Bioreaktoren zur Herstellung und/ Oder Behandlung alkoholhaltiger 
Getranke moglich ist. 

Diese positiven Ergebnisse sind auch nach der Lehre aus D1 
dahingehend vollig unerwartet. dafi die erfindungsgemalien Kapsein 
keine Hullmennbran aufweisen, bei deren Erzeugung kovalente 
Bindungen geknupft wurden. 

Damit sind die mit der erfindungsgemalien Lehre erzielten Ergebnisse 
vor dem Hintergrund des vorliegenden Standes der Technik vollig 
unerwartet und uberraschend, so dafl nach diesseitiger Auffassung 
unzweifelhaft von einer erfinderischen Tatigkeit auszugehen ist. 



3. Zu den Sektion VII und VIII des Prufbescheids: 

Zunachst wird auf eine Einbeziehung des einschlagigen Standes der 
Technik in die Beschreibung sowie auf eine Stellungnahme zu den in 
den Anspruchen 9, 17 und 21 bemangelten Begriffen verzichtet und die 
Stellungnahme der Prufungsstelle zur Neuheit und erfinderischen 
Tatigkeit der vorliegenden Anspruche unter Berucksichtigung obiger 
Ausfuhrungen abgewartet. 

Institut fur Mikrotechnik Mainz GmbH 
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Geanderter Hauptanspruch 

1 . Mittel zur Herstellung und/ Oder Behandlung alkoholhaltiger Getranke, 
insbesondere Wein Oder Schaumwein, 

bestehend aus Mikrokapseln. die jeweils mindestens eine das Kapselinnere 
vollstandig umschliefiende Hullmembran aufweisen, wobei das Kapselinnere 
Zellen mindestens einer Spezies von Mikroorganismen und/ oder ein oder 
mehrere Enzyme umfadt, und 

wobei die Hullmembran fur die im Kapselinneren eingeschlossenen Zellen 
bzw. Enzyme nicht durchlassig ist. und 

wobei die Hullmembran fur die von den Zellen bzw. Enzymen 
umzusetzenden Edukte und fur zumindest einen Teil der von den Zellen bzw. 
Enzymen umgesetzten Produkte durchlassig ist. 

dadurch gekennzeichnet, 

dafi die Hullmembran mindestens zwei radial ubereinander angeordnete 
Schichten aufweist. wobei jede Schicht alle radial darunter angeordnete 
Schichten vollstandig umschliefit, und wobei die Schichten keine der im 
Kapselinneren einschlossenen Zellen bzw. Enzyme aufweisen. 



Bearbeiter/in: Dietmar Krause 
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International application No. 

PCT/EP98/04726 



I. Basis of the report 



I . This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been fiimishedto the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments,). 

I I the international application as originally filed. 

^ the description, pages M4 ^ ^ originally filed, 

pages , filed with the demand, 

pages , filed with the letter of 

, filed with the letter of 



^ the claims, 



pages 

Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



2-21 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



23 July 1999 (23.07.1999^ 



the drawings. 



sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/1 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

n 

the description, pages 

the claims, Nos. 

the drawings, sheets/fig 



3. rH ^^pon has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 

to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 

4. Additional observations, if necessary: 
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International application No, 
PCT/EP 98/04726 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



Statement 
Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (lA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-21 



9,10,12,13,20,21 
1-8, 11, 14-19 



1-21 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



2. Citations and explanations 

1) Reference is made to the following documents: 

Dl WO-A-94/23832 

D2 US-A-5 627 062 

D3 EP-A-0 133 346 

D4 EP-A-0 681 834 

2) The present application does not meet the criterion 
stipulated in POT Article 33(3), since the subject 
matter of Claim 1, although novel (PCT Article 
33(2)), does not involve an inventive step (PCT Rule 
65. 1 and 65.2) . 



a) Dl discloses merely particles, in particular 

microcapsules, which have a central part consisting 
of a thickened or liquefied aqueous phase that 
contains cells or enzymes and also has an outer 
layer that does not contain the incorporated 
material (cells, enzymes) . Consequently, in 
contrast to the present Claim 1, Dl describes merely 
an enveloping membrane consisting of one layer. 



D2 concerns gel particles with a double layer 
structure. The inner layer or the core of the gel 

Fonn PCT/lPEA/409 (Box V) (January 1994) ~ 
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particles contains the micro-organisms to be 
immobilised. The outer layer is substantially free 
of said cells. Yeasts for producing sparkling wine 
are mentioned as preferred micro-organisms. 

D3 simply describes a permeable membrane over yeast 
cells immobilised in a polymer matrix. 

In contrast to the structures of D1-D3, the 
different layer structure in the present Claim 1 
permits a plurality of properties (e.g. porosity; 
mechanical properties) to be set independently. 

b) D4 describes capsules with a multi-layer enveloping 
membrane, in particular for the immobilisation of 
living cells or of enzymes (see the claims) for use 
in the medical industry. The use of such capsules 
for the production and/or treatment of alcoholic 
beverages is not disclosed. 

In response to the first written report, the 
applicants argued that, owing to the disadvantages 
of membranes with ion bonds, such as low mechanical 
stability, discussed in Dl (page 2, lines 12-18), a 
person skilled in the art would not have been 
induced to use similar enveloping structures with 
ion bonds, as known from D4 , for immobilising fast- 
growing and/or carbon dioxide producing micro- 
organisms, such as yeasts. 

It is noted that the partial sentence in Claim 1, 
"for the production and/or treatment of alcoholic 
beverages" is considered to mean suitable for the 
said treatment/production (cf. Guidelines, Chapter 
III, 4.8). The micro-organisms and enzymes are not 

Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



International application No. 
PCT/EP 98/04726 



m 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

specified further in Claim 1. At least the use of 
specific enzymes (page 1, paragraph 2 of the 
description specifies pectinases for accelerating 
must clarification) would not, however, appear to 
result in the disadvantageous effects discussed by 
the applicants. The International Preliminary 
Examining Authority must rather assume that a person 
skilled in the art would at any time transfer 
knowledge available in a similar technical field to 
his own field if he has to carry out only routine 
work with the usual experimental effort and provided 
that no incalculable risks were involved. Obtaining 
enclosed enzymes in an optimally active state during 
controlled mass transfer, as proposed, for example, 
for bioreactors (cf. D4, column 1, lines 26-49), for 
a similar purpose in the production of alcoholic 
beverages is therefore a routine measure for a 
person skilled in the art 

Consequently, the subject matter of Claim 1 and of 
dependent Claims 2-8, 11 and 14-19 lacks inventive 
step over the teaching of D4 (PCT Article 33(3)). 

3) The subjects of dependent Claims 9, 10, 12, 13 and 
of independent Claims 20 and 21 appear to be novel 
and inventive in the light of the known prior art 
(PCT Article 33(2) and (3)). 

The applicants' argument mentioned above under point 
2b concerning the reluctance of a person skilled in 
the art to use membranes with ion bonds for fast- 
growing micro-organisms from the production or 
treatment of alcoholic beverages can essentially be 
acknowledged. A person skilled in the art would 
therefore not have been induced to alter the 
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International application No. 
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capsules known from D1-D3 such that they have a 
multi-layer enveloping membrane as per D4 . The 
advantages achieved are the same as discussed in 
point 2a above. 
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VII. Certain defects in the international application 

The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 

Contrary to PCT Rule 5.1(a) (ii), the description 
does not cite documents D1-D3 nor the relevant 
prior art disclosed therein. 
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VIII. Certain observations on the international application 

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

1) A relative expression such as "low molecular 
alcohol (s)" without a clear point of reference to 
the field of organic chemistry and which has no 
generally recognised meaning in relation to the 
maximum number of carbon atoms, is ambiguous and is 
therefore not suitable for clarifying the subject 
matter for which protection is sought in Claim 21 
(PCT Article 6) . 

2) The expression ''in high yields" is relative, renders 
the scope of protection of Claim 21 unclear and is 
not suitable for delimiting the subject matter of 
said claim from the prior art (PCT Article 6; see 
also Guidelines, Chapter III, 4.5). 

3) Owing to the expressions ''preferably", "in 
particular", "such as [...]'\ the scope of protection 
of Claims 9 and 17 is unclear (PCT Article 6; cf. 
Guidelines, Chapter III, 4.6). 
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GEBIET DES PATENTWESENS 

PCT 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder AnwaJts 
EM 49-97 


siehe Mitteilung Qber die Obersendung des Internab'onalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen PrQftingsbericht (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP98/04726 


1 nternationales Anmeldedatu m (T ag/Monat/Jahr) 
29/07/1998 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
30/07/1997 



Internationale Patentklassification (IPK) oder Rationale Klassifikation und IPK 
C12G1/02 



Anmelder 

INSTITUT FUR MIKROTECHNIK MAINZ GMBH et al. 



1 . Dieser internationale vorlauf ige Pruf ungsbericht wurde von der mit der internationale vorlaufigen Prufung beauftragte 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder genr^aB Artikel 36 ubermittelt. 



2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 6 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

S AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich um Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zelchnungen. die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berlchtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT), 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 1 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I S Grundlage des Berichts 

II □ Prioritat 

til □ Keine Erstellung eines Gutachtens Qber Neuheit, erfinderische Tatigkert und gewerbliche Anwendbarke'rt 

IV □ Mangelnde Einheitlichkeit der Erf indung 

V ^ BegrOndete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtllch der Neuheit. der erfinderische TatigkeK und der 

gewerbliche Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur StOtzung dieser Feststellung 

VI □ Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

VII ^ Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Vin S Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
19/02/1999 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 

05. O^ '^'* 


Name und Postern schrift der mit der intemationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

^ Europaisches Patentamt 
/gft D-80298 Munchen 

Tel. (+49-89) 2399-0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: (449-89) 2399-4465 


BevoHmachtigter Bediensteter >^^3»^^^*^SjN. 
Thiele, U 1 3 1 

Tel. Nr. (+49-89) 2399 ^ 
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I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde ersteilt auf der Grundlage {Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Benctits ais "ursprunglich eingereicht" and sind ilim 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten,): 

Beschreibung, Seiten: 

1- 14 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

2- 21 ursprungliche Fassung 

(: ; ; 1 eingegangen am 27/07/1999 mit Schreiben vom 23/07/1999 



Zeichnungen, Blatter: 



1/1 



ursprungliche Fassung 



2. 



Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 



□ 
□ 



Beschreibung, 

Anspmche, 

Zeichnungen, 



Seiten: 



Nr.: 



□ 



Blatt: 



3. 



n 



Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen ersteilt worden. da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde Qber den Offenl>arungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 



4, 



Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 
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V. Begrundete Feststellung nach Artikei 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 



Feststellung 
Neuheit (N) 

Ertinderische Tatigkeit (ET) 
Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) 



Ja: Anspruche 
Nein: Anspruche 

Ja: Anspruche 
Nein: Anspruche 

Ja: Anspruche 
Nein: Anspruche 



1-21 

9.10.12,13.20,21 
1-8,11.14-19 

1-21 



2. Unterlagen und Eiklarungen 
siehe Beiblatt 



VII. Bestlmmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Es wurde festgestellt, daB die Internationale Annneldung nach Form oder Inhalt folgende Mangel auf welst: 
siehe Beiblatt 



VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche. der Beschreibung und der Zelchnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestOtzt werden, ist folgendes zu bemerken: 

siehe Beiblatt 
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Sektion V 

1 ) Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 

D1 WO-A-9 423 832 

D2 US-A-5 627 062 

D3 EP-A-0 133 346 

D4 EP-A-0 681 834 

2) Die vorliegende Anmeldung erfullt das in Artikel 33(3) PCT genannte Kriterium 
nicht, weil der Gegenstand des Anspruchs 1 , obwohl neu (Art. 33(2) PCT), nicht 
auf einer erfinderischen Tatigkeit beruht (Regel 65.1, 65.2 PCT). 

a) D1 offenbart lediglich Teilchen, insbesondere Mikrokapseln, die einen zentralen 
Teil aufweisen, der aus einer gelierten Oder verfliissigten wassrigen Phase, die 
Zellen oder Enzyme enthalt, besteht sowie weiters eine auBere Schicht 
aufweisen, die das eingeschlossene Material (Zellen, Enzyme) nicht enthalt. 
Somit beschreibt D1 im Gegensatz zu vorliegendem Anspruch 1 lediglich eine aus 
einer Schicht bestehende Hiillmembran. 

D2 betrifft Teilchen aus einem Gel mit einer Doppellagenstruktur. Die innere Lage 
Oder der Kern der Gelteilchen enthalt die zu immobilisierenden Mikroorganismen. 
Die auBere Lage ist im wesentlichen frei von besagten Zellen. Als 
Mikroorganismen werden bevorzugt Hefen zur Schaumweinherstellung genannt. 

D3 beschreibt lediglich eine permeable Membran uber in einer Polymermatrix 
immobilisierten Hefezellen. 

Der davon verschiedene Schichtaufbau aus vorliegendem Anspruch 1 eriaubt im 
Gegensatz zu den Konstrukten aus D1 - D3 das unabhangige Einstellen von 
mehreren Eigenschaften (z.B. Porositat; mechanische Eigenschaften). 

b) D4 beschreibt Kapsein mit mehrschlchtiger Hullmembran, insbesondere zum 
Immobilisieren lebender Zellen oder von Enzymen (siehe Anspruche) zum 
Einsatz in der Medizin. Der Einsatz solcher Kapsein zur Herstellung und/oder 



m 
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Behandlung alkoholhaltiger Getranke ist nicht offenbart. 

Der Anmelder argumentierte in Antwort auf den ersten schriftlichen Bescheid, daB 
der Fachmann aufgrund der in D1 fur Membranen mit lonenbindungen 
diskutierten Nachteile wie geringer mechanischer Stabilitat (Seite 2, Zeilen 12 - 
18) der Fachmann keinen AnIaB gehabt hatte, gattungsgleiche Hullstrukturen mit 
lonenverbindungen, wie aus D4 bekannt, zur Immobilisierung stark wachsender 
und/oder Kohlendioxid produzierender Mikroorganismen, wie Hefen einzusetzen. 

Hierzu ist zu bemerken, daB der Teilsatz in Anspruch 1 "zur Hersteilung und/oder 
Behandlung alkoholhaltiger Getranke" als zur genannten Behandlung/Herstellung 
geeignet anzusehen ist (slehe Richtlinien C-lll, 4.8). Die Mikroorganismen und 
Enzyme sind im Anspruch 1 nicht weiter spezifiziert. Zumindest der Einsatz 
bestimmter Enzyme (in der Beschreibung sind auf Seite 1, zweiter Absatz 
Pektinasen zur Beschleunigung der Mostklarung aufgefuhrt) wurde jedoch nicht in 
den vom Anmelder diskutierten nachteiligen Effekten zu resultieren scheinen. 
Vielmehr muB die mit der internationalen Prufung beauftragte Behorde zur Ansicht 
gelangen, daB der Fachmann auf einem benachbarten technischen Gebiet 
vorhandenes Wissen jederzeit auf sein eigenes Fachgebiet ubertragen wiirde, 
wenn er dazu nur Routinearbeiten mit dem ubiichen Versuchsaufwand 
durchfuhren muBte und wenn damit keine unkalkulierbaren Risiken verbunden 
waren. Der Erhalt eingeschlossener Enzyme in optimalem aktivem Zustand bei 
kontrolliertem Stoffaustausch. wie zum Beispiel fur Bioreaktoren vorgeschlagen 
(siehe D4, Spalte 1, Zeilen 26 - 49). zu ahnlichem Zweck in der Hersteilung 
alkoholischer Getranke ist fur den Fachmann deshalb eine fachubliche 
MaBnahme. 

Folglich ermangelt es dem Gegenstand des Anspruchs 1 sowie der abhangigen 
Anspruche 2 - 8, 1 1 und 14 - 19 an erf inderischer Tatigkeit im Hinblick auf die 
Lehre aus D4 (Art. 33(3) PCT). 

3) Der Gegenstand der abhangigen Anspruche 9, 10, 12. 13 sowie der 

unabhangigen Anspruche 20 und 21 scheint im Lichte des bekannten Stands der 
Technik neu und erfinderisch zu sein (Art. 33(2), (3) PCT). 
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Die unter Punkt 2b, oben dargestellte Argumentation des Anmelders bezuglich 
des Zogerns des Fachmanns. Membranen mit lonenbindungen fur die schnell 
wachsenden Mikroorganismen aus der Herstellung oder Behandlung 
alkoholischer Getranke zu verwenden. konnen im wesentlichen anerkannt 
werden. Der Fachmann hatte somit keinen AnIaB gehabt, die aus D1 - D3 
bekannten Kapsein dahingehend abzuandern, da3 sie eine mehrschichtige 
Hullmembran gemaB D4 aufweisen. Die erzielten Vorteile sind die gleichen, wie 
unter Punkt 2a. oben diskutiert. 

Sektion VII 

Im Widerspruch zu den Erfordernissen der Regel 5.1 a) 11) PCT werden in der 
Beschreibung weder der in den Dokumenten D1 - D3 offenbarte einsohlagige 
Stand der Technik noch diese Dokumente angegeben. 

Sektion VIII 

1) Ein relativer Begriff wie "niedermolekulare[n] Alkohole[n]" ohne eindeutigen 
Bezugspunkt auf dem Gebiet der organischen Chemie, der keine allgemein 
anerkannte Bedeutung hinsichtlich seiner Hochstzahl an Kohlenstoffatomen hat, 
ist mehrdeutig und deshalb nicht geeignet. den Gegenstand des Schutzbegehrens 
im Anspruch 21 klar anzugeben (Art. 6 POT). 

2) Der Begriff "in hohen Ausbeuten" ist relativ. fuhrt zu Unklarheiten. was den 
Schutzumfang des Anspruchs 21 betrifft und ist nicht geeignet, den Gegenstand 
dieses Anspruchs vom Stand der Technik abzugrenzen (Art, 6 PCT; siehe auch 
Richtlinien C-lll. 4.5). 

3) Der Schutzumfang der Anspruche 9 und 17 ist aufgrund der verwendeten Begriffe 
"vorzugsweise", "insbesondere". "wie [..,]" unklar (Art. 6 PCT; siehe Richtlinien C- 
111,4.6). 
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Geanderter Hauptanspruch 

1 . Mittel zur Herstellung und/ oder Behandlung alkoholhaltiger Getranke. 
insbesondere Wein oder Schaumwein, 

bestehend aus Mikrokapsein, die jeweils mindestens eine das Kapselinnere 
vollstandig umschliefiende Hullmembran aufweisen, wobei das Kapselinnere 
Zellen mindestens einer Spezies von Mikroorganismen und/ oder ein oder 
mehrere Enzyme umfafit, und 

wobei die Hullmembran fur die im Kapselinneren eingeschlossenen Zellen 
bzw. Enzyme nicht durchlassig ist, und 

wobei die Hullmembran fur die von den Zellen bzw. Enzymen 
umzusetzenden Edukte und fur zumindest einen Teil der von den Zellen bzw. 
Enzymen umgesetzten Produkte durchlassig ist. 

dadurch gekennzeichnet, 

dafl die Hullmembran mindestens zwei radial ubereinander angeordnete 
Schichten aufweist, wobei jede Schicht alle radial darunter angeordnete 
Schichten vollstandig umschliefit, und wobei die Schichten keine der im 
Kapselinneren einschlossenen Zellen bzw. Enzyme aufweisen. 



Bearbeiter/in: Dietmar Krause 
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(57) Abstract 

The invention relates to an agent used in the production and/or processing of alcoholic beverages, in particular wine or sparkling 
wine. This agent is composed of microcapsules which each have an enveloping membrane that encloses the capsule interior completely. 
The capsule interior contains cells of at least one species of micro-organism, such as yeast or lactic acid bacteria, and/or one or more 
enzymes. The invention seeks to produce microcapsules having the following characteristics: ability to permanently immobilize the cells 
or enzymes; presence of enveloping membranes with adjustable transparency and mechanical stability, in accordance with need; liquefiable 
content of the microcapsules. To this end, the envelope membrane is composed of at least two radially superimposed layers. Each layer 
encloses all the layers arranged beneath it completely. The invendon also relates to the use of this agent in the production of beer and 
low-molecular alcohols. 

(57) Zusanunenfassung 

Die Erfindung beschreibt ein Mittel zur Herstellung und/oder Behandlung alkoholhaltiger GetrSnke, insbesondere Wein oder 
Schauniwein, das aus Mikrokapseln besteht, die jeweils eine das Kapselinnere vollstandig umschlicBende HUllmembran aufweisen. Das 
Kapselinnere weist Zellen mindestens einer Spezies von Mikroorganismen, wie Hefen oder Milchsaurebaktcrien, und/oder ein oder mehrere 
Enzyme auf. Die Aufgabe der Erfindung, Mikrokapseln bereitzustellen, die die Zellen bzw. Enzyme dauerhaft immobilisiert, bei dencn 
die Durchlassigkeit und die mechanische Subilitat der HUllmembran gezielt einstellbar sind, und bei denen der Inhalt der Mikrokapseln 
verfliissigbar ist, wird dadurch gel6st, daB die Htillmembran mindestens zwei radial Qbereinander angeordnete Schichten aufweist. Jede 
Schicht umschlieBt alle radial darunter angeordnete Schichten vollstandig. Weiterhin betrifft die Erfindung die Verwendung des Mittels zur 
Herstellung von Bier und niedermolekularen Alkoholen. 
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Mittel zur Herstellung und/ oder Behandiung aikoholhaitiger Getranke, 
insbesondere Wein oder Schaumwein, sowie dessen Verwendungen 

Beschreibung 

Die Erfindung bezleht sich auf ein Mittel zur Herstellung und/ oder Behandiung 
aikoholhaitiger Getranke, Insbesondere Wein oder Schaumwein, gemaS des 
Oberbegriffs des Hautpanspruchs sowie auf dessen Venvendungen. 

Bel der Hersteilung von alkoholhaltlgen Getranken, Insbesondere von Wein 
Oder Schaumwein, werden unterschiedliche Spezies von MIkroorganlsmen, 
insbesondere Hefen zur alkoholischen Garung, eingesetzt. Zur Optimlening der 
Ergebnisse werden dem Produkt oder Vorstufen davon weltere Spezies von 
MIkroorganlsmen und Enzyme zugesetzt. So dienen belsplelswelse 
Mllchsaurebakterien dem Abbau von Apfelsaure und Pektinasen der 
Beschleunlgung der Mostklaning. 

Der Frozen der alkoholischen Gamng kann durch Mafinahmen, wie rasches 
Abkuhlen, Zusatz von Schwefeldioxid oder Filtration, unterbrochen werden. 
Diese Verfahren zur Inaktivierung der Hefen sind jedoch aufwendig, nur 
ungenau steuerbar und konnen die Qualitat des Produktes beeintrachtlgen. 
Damit gestaltet sich auch ein zeitllch versetzter Einsatz unterschledlicher 
Spezies von Hefen als aufwendig. 

Nach der Behandiung belsplelswelse eines Welnes mit Milchsaurebakterien zur 
Reduzierung des Sauregehaltes miissen die zugesetzten MIkroorganlsmen 
abgetrennt werden, was bel den verglelchsweise kleinen Milchsaurebakterien 
uber Membranfiltration stattfindet. Jedoch ist hierbei eine vollstandige 
Entfemung der MIkroorganlsmen nicht immer gewahrieistet. Im Wein 
verbliebene Milchsaurebakterien konnen Glucose zu Essigsaure umwandein 
und so den Wein verderben. 

Enzyme, wie Proteasen zum Abbau von Peptlden und Proteinen, werden dem 
Produkt Oder Vorstufen hiervon in flussiger Form zugesetzt. Die Inaktivierung 
von Enzymen erfolgt in der Regel durch Erhitzen, womit eine Beelntrachtigung 
des Produktes einhergehen kahn sowie eine Wiederverwertung der zum Tell 
teuren Enzyme ausscheidet. 
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Es sind Mittel zur Flaschengarung bei der Schaumweinherstellung bekannt, die 
aus in Alginat-KOgelchen immobilisierten Hefen bestehen (G. Troost et. al., 
Sekt, Schaumwein, Perlwein, Stuttgart 1995 sowie DE 39 08 997 A1). Hiermit 
konnte das zeitaufwendige manuelie Abriitteln des feinen Hefedepots durch 
das rasche Absinken der Alginat-Kugelchen in der Sektfiasche ersetzt werden. 
Nachteilig solcher Mittel, bei denen die Kugelchen nicht von einer zellenfreien 
Hullmembran umgeben sind, ist jedoch, dali sie keine hohe mechanische 
Stabilitat aulweisen und ein Auswachsen, insbesondere relativ kleiner 
Mikroorganismen, nicht ausreichend verhindern konnen, womit nach der 
Abtrennung der KQgelchen Mikroorganismen im Produkt zuruckbleiben konnen. 
Eine Mefirfachvenwendung solcher Mittel ist damit nur schwer realisierbar. 
Weiterhin sind Enzyme aufgrund ihrer geringen Grofte in solchen Alginat- 
Kugelchen in der Regel nicht immobilisierbar. 

In der US 4,996,150 wird ein Verfahren zur Mikroverkapselung von 
Biokatalysatoren, vorzugsweise Hefen, sowie deren Venwendung zur 
kontinuierlichen Herstellung von Ethanol beschrieben. Die Biokatalysatoren 
sind in einer Matrix aus einem anionischen Polysaccharid u,nd einem 
kationischen Polymer enthalten. Auch hier weisen die Mikrokapsein keine 
zellenfreie Hullmembran auf, so daft ein Auswachsen von Hefen nicht 
ausreichend verhindert werden kann. Dariiber hinaus ist eine ausreichend 
sichere Immobilisierung kleinerer Biokatalysatoren, wie Enzyme, kaum moglich. 

Die US 4,659,662 beschreibt ein Verfahren zur Herstellung alkoholischer 
Getranke oder Bioalkohol unter Venwendung von Hefen enthaltenden 
Mikrokapsein. Die Hefen konnen in einem Matrixmaterial eingebettet sein, daH 
zus&tzlich von einer Hullmembran umgeben ist, die jedoch gleich dem 
Matrixmaterial ist. Als Beispiel werden in Calciuhn-Alginat immobilisierte Hefen 
genannt. Die Hullmembran besteht jedoch nur aus einer Schicht und ist zudem 
von Zellen durchsetzt, d. h. nicht zellenfrei. Daher kann ein Auswachsen der 
Hefen nicht ausreichend verhindert werden und eine ausreichend 
langzeitstabile Immobilisierung von Enzymen ist kaum moglich. 

Die DE 34 32 923 C2 betrifft Biokatalysatoren mit immobilisierten Zellen, die 
von einer einschichtigen, zellenfreien HOIImembran umgeben sind. Die das 
Kapselinnere umschlieliende und fur die Zellen nicht durchlassige 
Hullmembran kann aus einem ionisch oder kovalent vernetzten Gel bestehen. 
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Als Verwendungsbeispiel wird die Sektherstellung angefuhrt. Vorzugsweise 
besteht die Hullmembran aus der selben Substanz wie das Matrixmaterial im 
Kapselinneren. Hierzu werden das Vernetzungsmittel, beispielsweise Calcium- 
lonen, im Oberschuli enthaltende Kiigelchen, hier aus Calciumalginat, 
nochmais in eine zeilenfreie, die Hullmembran bildende Substanz, hier Alginat- 
Losung, gegeben. Von Nachteil hierbei ist, daft eine VerflQssigung des 
Kapselinhalts ohne ein Aufl6sen der HDIImembran nicht moglich Ist. 
Insbesondere bei Enzymen ermoglicht jedoch ein verflussigtes Kapselinneres 
den Erhalt der natOrlichen Konfomnation und damit der Aktivitat des Enzyms. 
Dariiber hinaus lassen sich mit solchen Hiillmembranen die Anforderungen, wie 
gezielte Einstellbarkeit der Durchlassigkeit und eine ausreichend hohe 
mechanische Stabllitat, kaum erreichen. 

Die Aufgabe der Erfindung liegt darin, ein Mittel zur Herstellung und/ oder 
Behandlung von alkoholischen Getranken, insbesondere Wein oder 
Schaumwein, gemaft des Oberbegriffs des Hauptanspruchs zur Verfugung zu 
stellen, bei dem die Zellen bzw. Enzyme dauerhaft immobilisiert sind, bei dem 
die Durchlassigkeit und die mechanische Stabilitat der HQIImembran gezielt 
einstellbar sind, und bei dem der Inhalt der Mikrokapsein verfltissigbar ist. 

Weiterhin liegt der Erfindung die Aufgabe zugrunde, Verwendungen des 
erfindungsgemSften Mittels aufzuzeigen. 

Die Aufgabe wird durch ein Mittel mit den Merkmalen des Anspruchs 1 sowie 
durch die Ven^^endungen nach den Anspruchen 20 und 21 gelost, wobei die 
Unteranspriiche vorteilhafte Ausgestaltungen der Erfindung betreffen. 

Die zur Herstellung und/ oder Behandlung alkoholischer Getranke, 
insbesondere Wein oder Schaumwein, eingesetzten Spezies von 
Mikroorganismen und/ oder Enzyme sind dadurch immobilisiert, daft diese im 
Innern einer Mikrokapsel enthalten sind, und daft eine HDIImembran das 
Kapselinnere vollstandig umschlieftt. Ein Austreten der Mikroorganismen bzw. 
Enzyme wird dadurch verhindert, daft die Hullmembran fiir diese 
Mikroorganismen bzw. Enzyme nicht durchlassig ist. Um eine Stoffumsetzung 
zu gewahrleisten, ist die Hullmembran fur die umzusetzenden Stoffe (Edukte), 
wozu auch die fiir die Mikroorganismen notwendigen Nahrstoffe zahlen, 
beispielsweise Glucose, und fur zumindest einen Teil der erzeugten bzw. 
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umgewandelten Stoffe (Produkte), beispielsweise Alkohol und Kohlehdioxid, 
durchlassig. Die Anforderungen an die Durchlassigl<eit und die mechanische 
Stabilitat werden durch eine Hullmembran erfullt, die mindestens zwei radial 
ubereinander angeordneten Schichten aufweist, wobei jede Schicht alle radial 
darunter angeordnete Schichten vollstandig umschlielit. Vorteilhaft sind die 
einzelnen Schichten ionisch und/ oder kovalent miteinander verbunden. 

Erst dieser mehrschichtige Aufbau eriaubt die dauerhafte Immobilisierung der 
Zellen bzw. Enzyme fur die Herstellung und/ oder Behandlung alkoholhaltiger 
Getranke, wie Wein oder Schaumweih. So wird etwa ein Auswachsen der 
Hefen und eine hiemiit einhergehende Zerstorung der Mikrokapsein effektiv 
verhindert. Durch die hohe mechanische Stabilitat lassen sich die Mikrokapsein 
auch in groderen Bioreaktoren einsetzen, ohne daR die Mikrokapsein zerdruckt 
werden oder platzen. Diese erhShte Stabilitat ermoglicht auch das Kapselinnere 
zu verflussigen, ohne daft die Mikrokapsein hierdurch mechanisch zu instabil 
werden. Dartiber hinaus kann durch eine geeignete Auswahl der mindestens 
zwei Schichten die Durchlassigkeit der Hullmembran gezielt eingestellt werden, 
was fur die Immobilisierung von Enzymen von entscheidender Bedeutung ist. 

Bevorzugt weisen nicht nur die aufteren Schichten, sondern auch die innerste 
Schicht der Hullmembran keine der im Innern der Mikrokapsein enthaltenen 
Zellen bzw. Enzyme auf. 

Bevorzugt bestehen mindestens zwei Schichten der Hullmembran aus 
unterschiediichen Substanzen. So kann beispielsweise eine auRere Schicht 
(Stutzschicht) aus einer Substanz bestehen, die eine hohe mechanische 
Stabilitat der Mikrokapsein gewahrleistet, wahrend eine innere Schicht 
(Regelschicht) aus einer Substanz besteht, die eine gezielte Einstellung der 
Durchlassigkeit dieser Schicht und damit der Hullmembran ermoglicht. 

Nach einer vorteilhaften Ausfuhrungsfonn sind die im Innern der Mikrokapsel 
enthaltenen Zellen bzw. Enzyme in einer Matrix eingebettet. Diese Matrix kann 
aus einer Alginat-Verbindung eines mehrwertigen Kations, beispielsweise 
Calcium, Strontium, Barium, Aluminium oder/ und Eisen aufgebaut sein. 

Gemafl einer anderen vorteilhaften Ausfuhrungsform sind die Zellen bzw. 
Enzyme im Innern der Mikrokapsel in einer Flussigkeit frei beweglich, was 
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insbesondere zum Erhalt der naturlichen Konformation der Enzyme von Vorteil 
1st. Hierdurch bleibt trotz der Immobilisiemng die naturliche Aktivitat der Zellen 
bzw. Enzyme erhalten. Werden die Mikrol<apseln durch AusfSliung von Tropfen 
einer die Zellen bzw. Enzyme enhaltenden Losung mittels eines 
Vemetzungsmittels hergestellt, kann nach Anbringen der Schichten der 
HQIImembran das Kapselinnere wieder verflussigt werden. Besteht die 
Substanz der Matrix im Kapselinneren beispielsweise aus Calcium-Alginat, so 
kann das mehrwertige Metallkation gegen einwertige Kationen, beispielsweise 
Natrium oder Kalium, aqsgetauscht werden, um das Innere der Mikrokapsel 
wieder zu verfliissigen. Daher ist es bevorzugt, daB mindestens eine Schicht 
der Hullmembran aus einer von der die Zellen bzw. Enzyme einbettenden, die 
Matrix bildenden Substanz unterschiedlichen Substanz besteht. Bel bekannten 
Mikrokapsein, deren einschichtige HQIImembran aus der gleichen Substanz wie 
die Matrix im Kapselinneren besteht, ist diese Verflussigung des Kapselinneren 
nicht m6glich,-da sich hier auch die Hullmembran auflosen wurde. 

Bei der Verwendung eines mittels mehrwertiger Kationen vemetzbaren 
Substanz, beispielsweise Alginat mittels Calcium, ist der Austausch der 
mehrwertigen Kationen gegen einwertige Kationen weiterhin dadurch von 
Vorteil, daH mehrwertige Kationen, wie Calcium, in der Regel bei der 
Weinherstellung unenwunscht sind. So kann beispielsweise eine Matrix aus 
Calciumalginat durch Einbringen der Mikrokapsein in eine wSfirige Natriumcitrat 
enthaltende Losung, was einen Austausch der Calcium-lonen gegen Natrium- 
lonen bewirkt, verflussigt werden. Diese Mikrokapsein, beispielsweise in der 
Weinherstellung eingesetzt, binden bevorzugt mehrwertige lonen aus dem 
umzusetzenden Substrat, wie Traubensaft, was von vorteilhafter Wirkung ist. 
Weist die Matrix dieser Mikrokapsein wieder einen zu hohen Gehalt an 
mehrwertigen Kationen auf, so kann durch Behandlung mit einer einwertige 
Kationen enthaltenden Losung diese wieder regeneriert werden. 

Mikrokapsein mit einer Hullmembran sowohl aus einer Schicht als auch aus 
mehreren Schichten sind in der Medizin zur Immobilisiemng von Zellen bzw. 
Enzymen bekannt. So wurden Langerhanssche Zellen in einer Mikrokapsel 
eingeschlossen, deren Hullmembran aus einer aus Alginat und Poly-L-Lysin 
bestehenden Schicht aufgebaut war (F. Lim et al.. Science, 210 (1980) 908 - 
910). In der EP-A-681834 wurden Mikrokapsein, deren HQIImembran aus 
mehreren Schichten aufgebaut ist, zum Einsetzen in Gewebe von Lebewesen 
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beschrieben. An solche Mikrokapseln werden Anforderungen an die 
Gewebevertraglichkeit, eine geringe Immunreaktion und an die Einsetzbarkeit 
in lebendes Gewebe gestellt. 

Durch eine Optimierung des Aufbaus von Mikrokapseln mit mehrschichtiger 
Hullmembran im Hinbiick auf die Herstellung bzw. Behandlung alkoholhaltiger 
Getranke, lassen sich vorteilhaft entsprechende Mikroorganismen, wie in der 
alkoiiollschen G§mng eingesetzte Hefen oder Milchsaurebakterien, und/ oder 
Enzyme immobilisieren.Jnsbesondere muB bei der Immobilisiemng von Hefen 
zur aikohollschen Garung die Stabilitat trotz der Produktlon von Kohlendioxid 
und einem raschen Wachstum der Hefezellen gewahrlelstet sein. Dies wird 
durch Mikrokapseln mit Hiillmembranen, die mindestens zwei radial 
Qbereinander angeordnete Schlchten aufweisen, errelcht. 

Das erfindungsgemaBe Mittel hat gegenuber in der Herstellung von 
aikohollschen Getranken bekannten Mittein den Vorteil, dafi die 
eingeschlossenen Zellen bzw. Enzyme dauerhaft immobilisiert sind und sich 
aufgrund der einfachen Handhabung bequem dosiert zugeben und auch 
einfach, rasch und vollstandig aus dem Produkt entfernen lassen. Damit ist eine 
gezielte Beeinflussung der einzelnen Herstellungsschritte ohne eine 
Beeintrachtigung derQualitatdes Produktes moglich. Daruberhinaus lassen 
sich die Zellen bzw. Enzyme enthaltenden Mikrokapseln wiederverwenden, was 
insbesondere bei teuren Enzymen zu einer Kosteneinspamng fiihrt. Weiterhin 
ist aufgrund der selbst bei sedimentierten Mikrokapseln zwischen den Kapsein 
vorhandenen Hohlraumen sowie der leichten Beweglichkeit der Mikrokapseln in 
einer FIQssigkeit ein guter Stoffaustausch, insbesondere Gasaustausch bei der 
aikohollschen GSrung, gewahrlelstet. 

Es kann vorteilhaft sein, die Hullmembran undurchlassig fur sich auRerhalb der 
Mikrokapsel befindliche Wirkstoffe und/ oder Mikroorganismen zu gestalten, die 
die im Kapselinneren enthaltenen Zellen bzw. Enzyme in ihrer Aktivitat 
beeintrachtigen konnten. So produzieren manche Spezies von in der 
Weinherstellung eingesetzten Hefen Toxine. die fiir andere Spezies von 
Mikroorganismen schadlich sind. Durch Venwendung von Mikrokapseln, deren 
Hullmembran fur solche Toxine nicht durchlassig ist, lassen sich solche 
Mikroorganismen bzw. Enzyme gemeinsam in beispielsweise der 
Weinherstellung einsetzen. 
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Nach einer bevorzugten Ausfuhrungsform enthalten die MIkrokapseIn als 
Mikroorganismen mindestens eine bei der Weinherstellung eingesetzte 
Hefespezies. 

Nach einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform ist In den Mikrokapsein 
mindestens eine Spezies von Milchsaurebakterien enthalten, die belm 
biologischen Saureabbau zur Weinbehandlung eingesetzt werden. 

Verfahren zum Entsauern von Wein unter Venwendung von in Calcium-Alginat 
immobilisierten Zellen der Spezies Leuconostoc oenos sind aus der US 
4,380,552 bekannt. Jedoch weisen diese Kugelchen keine Hullmembran auf, 
so daR eine ausreichende Stabilitat und ein Auswachsen der Zellen nicht 
gewahrleistet ist. 

Als Mlttel zur Hei-stellung bzw. Behandlung von alkoholischen Getranken 
eignen sich vorteilhaft Mikrokapsein, die insbesondere bei der Wein- oder 
Schaumweinherstellung eingesetzte Enzyme, wie Pektinasen, Glucanasen, p- 
Glucosidasen, Proteasen oder/ und Glucose-Fructose-lsomerasen enthalten. 

Es kann von Vorteil sein, in einer Mikrokapsel sowohl Zellen als auch ein oder 
mehrere Enzyme zu immobilisieren. Zum einen kann dies die Handhabung 
erieichtern, zum anderen kann dies insbesondere dann die Produktivitat 
erhohen, wenn ein Produkt der Mikroorganismen bzw. Enzyme von den 
anderen in der Mikrokapsel enthaltenen Mikroorganismen bzw. Enzyme weiter 
umgesetzt wird. So lassen sich vorteilhaft Spezies von in der Weinherstellung 
eingesetzten Hefen und deren Behandlungsstoffe, wie Hefezellwandpraparate 
Oder/ und Glucose-Fructose-lsomerasen gemeinsam in einer Mikrokapsel 
immobilisieren. Neben einer Erhbhung der Aktivitat der eingesetzten Hefen 
lassen sich so die einzusetzenden Mengen der zum Teil teuren 
Behandlungsstoffe reduzieren. 

In einer Mikrokapsel lassen sich auch die Aktivitat der immobilisierten Zellen 
bzw. Enzyme steigernde Stoffe einschlieften. So ist beispielsweise bekannt, 
dafi die Aktivitat der Milchsaurebakterien mit steigendem Sauregehalt abnimmt. 
Durch Einschluli eines Kationenaustauschers in eine Milchsaurebakterien 
enthaltende Mikrokapsel, lalit sich am Ort der Milchsaurebakterien der pH-Wert 
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durch Austausch von Hydroniumionen gegen beispielsweise Kaliumionen 
erhohen und so die Aktivitat der Milchsaurebakterien steigern. Weitere 
Beispiele von die Aktivitat steigernder Stoffe sind Vitamine, wie Vitamin Bi , 
oderwachstunnsfordemde Proteine. 

Vorzugsweise ist mindestens eine Schicht der Hullmembran aus mindestens 
einem P9lymer aufgebaut. Als Polymer eignet sich vorteilliaft ein Polyelektrolyt- 
komplex, der aus mindestens einem Polykation und einem Polyanion besteht. 
Geeignete Polyanionen sind beispielsweise Polyacrylsaure, Polymethacryl- 
saure, Polyvinylsulfonsaure, Polyvinylphosphonsaure, Alginsaure, Cellulose- 
Derivate, insbesondere Carboxymethylcellulose oder Cellulose- 
Schwefelsaureester, Schellack oder Bestandteile von Schellack, wie 
Aleuritinsaure oder Sliellolsaure. Geeignete Polykationen sind beispielsweise 
Polyethylenimin, Polydimethyldiallylammonium, Poly-L-Lysin oder Ciiitosan. 

Vorteilhaft weisen die Polyanionen bzw. Polykationen einen mittleren 
Polymerisationsgrad von uber 100, vorzugsweise von 100 bis 15.000, auf. Zur 
gezielten Einstellung der Durcblassigkeit der HQIImembran werden fiir die die 
Durchiassigkeit bestimmende Schicht (Regelschicht) bevorzugt Polymere mit 
einer engen Molmassenverteilung, beispielsweise synthetische 
Polyelektrolytkomplexe aus Polyacrylsaure oder Polymethacrylsaure mit 
Polyethylenimin, verwendet. So wurde die Durchlassigkeit fur ein kleines 
Protein der Grolie von etwa 60 kD durch eine Regelschicht aus Polyethylenimin 
(PEI) (Molmasse 1.000.000) und Polyacrylsaure (PAS) ermittelt. In Tabelle 1 ist 
der aus den Mikrokapsein diffundierte Anteil des Proteins in Abhangigkeit vom 
Polymerisationsgrad von PAS nach 60 Stunden Schuttein dargestellt. 



Regelschicht 


Molmasse von 
NaPAS 


Polymerisations- 
grad 


Durchlassigkeit 
nach 60 Stunden 


PEI/ PAS 


20.000 


215 


8.4 % 


PEI/ PAS 


60.000 


645 


18.9% 


PEI/ PAS 


170.000 


1828 


93.1 % 



Tab. 1 Durchlassigkeit der Regelschicht fiir ein 60 kD Protein in Abhangigkeit 
von der Molmasse des Polyanions als Natrium-Polyacrylat (NaPAS). 
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Wie aus Tab. 1 ersichtlich ist, wird die Durchlassigkeit der Regelschicht durch 
die Polyionen, hier als Polyanion Polyacrylsaure, bestimmt, die einen kleinen 
Polymerisationsgrad aufweisen, wahrend die Gegenionen, hier als Polykation 
Polyethylenimin, mit einem hohen Polymerisationsgrad das Gerust bilden. Bei 
gleichem Gegenion weisen Polyelektrolytkomplexe mit einem Polyion mit 
hohem Polymerisationsgrad eine hohere Festigkeit als solche mit niedrigem 
Polymerisationsgrad auf. Als Gegenionen, die das Gerust bilden, an das sich 
die Polyionen mit kleinerem Polymerisationsgrad aniagem, sind Polyionen mit 
einem Polymerisationsgrad iiber 50.000 bevorzugt. 

Zur Immobilisierung von Enzymen ist mindestens eine Regelschicht mit einem 
Polymerisationsgrad des Polyanions oder Polykations von 100 bis 1.000 
bevorzugt, wobei die das Gerust bildenden Gegenionen, Polykationen bzw. 
Polyanionen, hohere Polymerisationsgrade aufweisen. Zur Immobilisierung von 
Mikroorganismen, wie Hefen, sind dagegen hohere Polymerisationsgrade 
ausreichend; bevorzugt sind hier Polymerisationsgrade des Polyanions oder 
Polykations der Regelschicht von 1.000 bis, 15.000, wobei auch hier die Gerust 
bildenden Gegenionen, Polykationen bzw. Polyanionen, einen hoheren 
Polymerisationsgrad aufweisen. Polyionen mit hohen Polymerisationsgraden 
haben den Vorteil einer hohen Festigkeit der betreffenden Schicht. 

FQr die die Festigkeit bestimmende Schicht (Stutzschicht) werden vorteilhaft 
Polyelektrolytkomplexe synthetischer Polykationen bzw. Polyanionen mit hohen 
Polymerisationsgraden von uber 10.000 verwendet. Vorteilhaft lassen sich auch 
naturliche Polykationen und -anionen, wie Alginsaure und Chitosan oder 
Cellulose-Derivate, verwenden, bei denen sich eine breite 
Molmasssenverteilung nicht storend auswirkt. 

In der Tabelle 2 sind Beispiele fur Substanzen der Schichten der Hiillmembran 
aufgefuhrt, wobei in der ersten Zeile jeweils angegeben ist, ob sich dieser 
Aufbau bevorzugt zur Immobilisiemng von Hefen und/ oder Enzymen eignet. 
Der Kern kann zur Immobilisierung ein Alginat aufweisen, das nach Anbringen 
der Schichten verfliissigt werden kann. In den Spalten der Tab. 2 ist jeweils der 
Schichtaufbau von Innen nach AuHen angegeben. Mit einer grofieren Anzahl 
an Schichten, beispielsweise 4 oder mehr Schichten, kann eine noch hohere 
Stabilitat der Hullmembran erzielt werden. 
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Hefen 


Hefen 


Hefen Oder/ 
und Enzyme 


Hefen Oder/ 
und Enzyme 


Enzyme 


Enzyme 


1. Schicht 


PEI/ CMC 


PEI/ CMC 


Chit/ PAS 


ChiV PAS 


PEI/ PAS 


PEI/ PAS 


2. Schicht 


PEI/ CMC 


PEI/ CMC 


Chit/ CMC 


Chit/ CMC 


PEI/ CMC 


PEI/ CMC 


3. Schicht 




PEI/ CMC 




Chit/ CMC 




PEI/ Alg 



Tab. 2 Beispiele fur den Schlchtaufbau der Hullmembran bei immobilisierten 
Hefen und/ oder Enzymen (Alg = Alginat, Chit = Chitosan, CMC = 
Carboxymethylcellulose, PAS = Polyacrylsaure, RE! = Polyethylenimin). 



Daruber hinaus eignen sich als Polymere fiir den Aufbau einer Schicht der Hull- 
membran auch Naturkautschuk, Polystyrol oder/ und Polymethylmethacrylat 
Oder deren Gemisch mit einem oder mehreren Polyelektrolytkomplexen. 

Die Erfindung betrifft auch zwei Venwendungen des erfindungsgemaRen 
Mittels. So lalit sich das Mittel zur Herstellung von Bier verwenden. Hierfur sind 
Mikrokapsein mit Zellen von einer oder mehrerer in der Bierherstellung 
eingesetzter Spezies von Hefen zu venwenden. Ebenso lafit sich das Mittel zur 
Herstellung niedermolekularer Alkohole, wie Methanol oder/ und Ethanol, 
verwenden, wobel Mikrokapsein mit fur die Alkoholerzeugung In hohen 
Ausbeuten geeigneten Hefen Verwendung finden. 

Zur Herstellung und/ oder Behandlung von beispielsweise Wein unter 
Venwendung des erfindungsgemaflen Mittels sind die Mikrokapsein in einen 
Trauben-, Beeren- und/ oder anderen Fruchtsaft, beispielsweise Apfelsaft, oder 
einen Wein, einzubringen, Die Mikrokapsein verbleiben solange in der Losung, 
bis die teilweise oder vollstandige Umsetzung, beispielsweise die alkoholische 
Garung, stattgefunden hat. Anschlieliend werden die Mikrokapsein aus der 
Losung entfernt. 

Gegenuber bekannten Verfahren, bei der die eingesetzten Mikroorganismen 
bzw. Enzyme abfiltriert werden miissen, weist dieses Verfahren den 
entscheidenden Vorteil auf, dafi sich die im Herstellungs- bzw. 
Behandlungsprozed eingesetzten Zellen bzw. Enzyme im letzten Schritt des 
Verfahrens einfach, rasch und vollstandig entfernen iassen. Damit ist die 
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Verweilzeit der Mikroorganismen bzw. Enzyme in der Losung sehr genau 
einstellbar. 

Aufgrund der Grofte der Mikrokapseln. bevorzugt sind Durchmesser von einem 
halben bis wenigen Millimetern, lassen sich die Mikrokapseln einfach und 
vollstandig aus der Losung entfernen. Hierfur eignen sich mechanische 
Verfahren, beispielsweise mittels eines Siebes, oder Dekantieren der 
uberstehenden Fiiissigkeit nach vorheriger Sedimentation der Mikrokapseln. 
Bei diesen Arten der Entfemung werden die Mikrokapseln nicht zerstort, so dad 
diese ggf. nach zwischenzeitlicher Aufbewahrung in einer Nahrlosung 
wiedervenwendet werden konnen. Insbesondere bei teuren Enzymen konnen 
hierdurch Produktionskosten gesenkt werden. 

Vorteilhaft wird die Losung zumindest im Bereich der Mikrokapseln so 
temperiert, dad die Zellen bzw. Enzyme eine optimale Aktivitat aufweisen. 
wobei eine mogliche Beeinflussung der QualitSt des Produktes zu 
beruckslchtigen ist. 

Es lassen sich verschiedene in Mikrokapseln immobilisierte Mikroorganismen 
bzw. Enzyme gleichzeitig oder/ und zeitlich versetzt einsetzen. Bei einem 
zeitlich versetzten Einsatz lassen sich die verschiedenen Mikrokapseln 
nacheinander der Losung zugeben und gemeinsam entfernen oder die 
Verfahrensschritte Einbringen, Verweilen, Entfernen werden mit der selben 
Losung unter Venwendung verschiedener in Mikrokapseln immobilisierter Zellen 
bzw. Enzyme nacheinander mehrfach durchlaufen. Der Einsatz 
unterschiedlicher Mikroorganismen bzw. Enzyme kann somit gezielt zur 
Erhohung der Komplexitat etwa eines Weines genutzt werden. 

Als Bioreaktor zur Herstellung von niedermolekularen Alkoholen, insbesondere 
Ethanol, oder alkoholischen Getranken, insbesondere Wein oder Schaumwein, 
kann ein Flielibettreaktor, in dem die erfindungsgemallen Mittel enthalten sind. 
verwendet werden. Geeignete Reaktortypen werden auch in Ltiders, 
Technologie mit immobilisierten Hefen", Brauwelt 1994, 57 aufgezeigt 

Der Bioreaktor kann auch mindestens eine Rohre aufweisen, in der die 
Mikrokapseln enthalten sind. Vorteilhaft sind die beiden Offnungen der Rohre 
mit die Mikrokapseln zuruckhaltenden Sieben verschlossen. Hierdurch entfallt 
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ein Abtrennen der Mikrokapsein aus der umgesetzten L6sung. Der 
Durchmesser geeigneter Rohren liegt bevorzugt im Bereich von einem bis 
mehreren Zentimetern. 

Die umzusetzende Flussigkeit wird durch die RQhre geleitet, wobei mehrere 
Rohren parallel oder/ und In Serie miteinander verbunden sein konnen. Bei 
einem gleichzeitigen Einsatz von verschiedenen in Mikrokapsein 
immobiiisferten Mikroorganismen bzw. Enzymen sind Rohren gleichen Inhaltes 
bevorzugt parallel mjteinander verbunden, wobei Gruppen von parallel 
miteinander verbundenen Rohren unterschiedlichen Inhaltes in Serie 
zusammengeschlossen sind. Es kann auch vorteilhafl sein, einzelne Rohren in 
Serie miteinander zu verbinden, so dad die Losung die Rohren nacheinander 
durchfliedt. 

Zur Optimienjng der Aktivitat der eingesetzten Mikroorganismen bzw. Enzyme 
ist es vorteilhaft das Innere der Rohren, also die Mikrokapsein und die sie 
umgebende Losung, zu temperieren. Hierzu weist eine einzelne Rohre oder 
Gruppen von Rohren vorteilhaft einen gemeinsamen temperierbaren Mantel 
auf. Durch Kuhlung der in den Rohren eingeschlossenen Mikrokapsein laflt sich 
die Aktivitat der Zellen bzw. Enzyme gezielt erniedrigen. 

In einer Aniage zur Herstellung von niedermolekularem Alkoholen, 
insbesondere Ethanol, die mindestens einen Bioreaktor enthSit, gelangt die zu 
vergarende, glucosehaltige Flussigkeit aus dem Vorratstank in den Mischer. 
Dort wird sie mit dem Ruckfluli aus dem Erhitzer gemischt und dann in den mit 
Mikrokapsein befQIIten Bioreaktor gefOhrt, wo die eigentliche Umwandlung von 
Kohlenhydraten in Alkohol stattfindet. Der Alkohol wird dann im Heizbehalter 
und in der Destillierkolonne abgetrennt und im AuffanggefaU fur das 
Hauptprodukt gesammelt. Die Trennung des Alkohols von der restlichen 
Flussigkeit geschieht unter Ausnutzung des unterschiedlichen Siedepunktes. 
Die Restflilssigkeit aus dem Erhitzer kann nach dem Abkuhlen im 
Warmetauscher wieder im Mischer mit frischer Flussigkeit angereichert werden 
und erneut in den Bioreaktor gelangen. Um eine ubermaliige 
Glucoseverdiinnung der sich im Kreislauf befindlichen Flussigkeit zu 
vermeiden, wird ein Teil des wassrigen Anteils regelmaRig entfernt und als 
Nebenprodukt in einem Auffanggefafi gesammelt. 
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Eine Aniage zur Herstellung alkoholischer Getranke weist einen stark 
vereinfachten Aufbau auf. Die zu vergarende Flussigkeit wird aus einem 
Vorratsgefali in einen erfindungsgemaBen Bioreaktor gefiihrt, wo die 
Flussigkeit verweilt oderdurch beispielsweise einen Rohrenreaktor zirkuiiert. 
Das alkoliolhaltige Produkt wird nach einer fur eine tellweise oder vollstandige 
Umsetzung erforderlichen Zeit aus dem Bioreaktor in ein AuffanggefSli geleitet. 

Weitere Einzelheiten der Aniagen lassen sich dem nachfoigenden Beschrei- 
bungsteil entnehmen, in dem anhand der Zeichnung ein AusfQIirungsbeispiel 
naher eriautert ist. Die beigefugte Figur zeigt den schematischen Aufbau einer 
kontinuieriichen Aniage zur Alkoholherstellung. Die zu vergarende Flussigkeit 
wird aus einem Vorratsbelialter (1) in einen Mischer (2) gefiihrt, wo sie sich mit 
der aus dem Erhitzer (4) rQckflielienden Flussigkeit vermischt. Dieses Gemisch 
wird im Bioreaktor (3) von in dem erfindungsgemallen Mittel immobilisierten 
Hefen zu Alkohol umgesetzt. Die alkoholhaltige Flussigkeit wird in einen 
Erhitzer (4) gefuhrt. Aus ihm wird eine Alkohol enthaltende Gasphase in eine 
Destillierkolonne (5) geleitet. Dort wird der im Vergleich zu Wasser 
verschiedene Siedepunkt des Alkohols zur Anreichemng des Alkohols 
ausgenutzt, der im AuffanggefaB fiir das Hauptprodukt (6) gesammelt wird. Der 
alkoholarme Teil der vorgegSrten Flussigkeit wird aus dem Erhitzer 
herausgefuhrt, in einem Warmetauscher (8) gekiihlt und in den Mischer (2) 
zuruckgeleitet. Damit die sich im Kreislauf befindliche Flussigkeit einen 
Mindestgehalt an umzusetzenden Stoffen, insbesondere Glucose, behalt, wird 
ein Teil des wassrigen Anteils regelmallig aus dem Erhitzer (4) entfernt und als 
Nebenprodukt in einem Auffanggefali (7) gesammelt. 
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Beispiel zur Herstellung von Mikrokapsein: 

5 g Natriumalginat (Fa. Keico, Hamburg) wurden in 700 ml Wasser. gelost. In 
diese Losung wurde anschlieftend 70 g Trockenhefe (Oenoform. Fa. ErbsIoK. 
Geisenheim) eingeruhrt. Diese Suspension wurde in eine 0,6 %-ige 
Calciumchlorid-Losung getropft. Nach einigen Minuten Aushartezeit wurden die 
die Hefezellen in einer Calcium-Alginat-Matrix enthaltenden Kugelchen erst mit 
Wasser uhd dann mit einer wallrigen 0,05 %-igen Losung von Polyethylenimin 
(mittlere Molmasse 1 Mip., Fa. Fluka) und anschlieliend mit einer waBrigen 
0.06 %-igen LSsung von Carboxymethylcellulose (mittelviskos, Fa. Fluka) 
gewaschen. Anschlieftend wurden die so erhaltenen Mikrokapsein mit Wasser 
gewaschen und dann nochmals in die Polyethylenimin- und die 
Carboxymethylcellulose-Losung eingebracht. Nach dem SpQIen mit Wasser 
wurden die Mikrokapsein in Wasser gelagert. Die Mikrokapsein wiesen eine 
zweischichtige Hullmembran auf, wobei jede Schicht aus dem 
Polyelektrolytkomplex Polyethylenimin/ Carboxymethylcellulose bestand. 
Dadurch, daB erst die Zellen aufweisenden Calcium-Alginat-Kugelchen 
hergestellt wurden und anschlieftend die Schichten der HOIImembran 
aufgebracht wurden, wiesen die Schichten der Hullmembran keine Hefezellen 
auf, die aus den Mikrokapsein herauswachsen kdnnten. Die so immobilisierten 
Hefen wiesen die gleiche Aktivitat wie in unbeschichteten Calcium-Alginat- 
Kugelchen immobilisierte Hefen auf. 
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Patentanspruche 

Mittel zur Herstellung und/ Oder Behandlung alkoholhaltiger Getranke. 
insbesondere Wein oder Schaumwein, 

bestehend aus Mikrokapseln. die jeweils mjndestens eine das 
Kapselinnere vollstandig umschlieBende Hiillmembran aufweisen, 
wobei das Kapselinnere Zellen mindestens einer Spezies von 
Mikroorganismen und/ oder ein oder mehrere Enzyme umfaBt. und 

wobei die Huilmembran fur die im Kapselinneren eingeschlossenen 
Zellen bzw. Enzyme nicht durchlSssig ist, und 

wobei die HQIImembran fur die von den Zellen bzw. Enzymen 
umzusetzenden Edukte und fiir zumindest einen Tell der von den 
Zellen bzw. Enzymen umgesetzten Produkte durchlassig ist. 

dadurch gekennzeichhet, 

dafi die Hiillmembran mindestens zwei radial ubereinander 
angeordnete Schichten aufweist, wobei jede Schicht alle radial darunter 
angeordnete Schichten vollstandig umschlielit. 

Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dad mindestens zwei 
Schichten der HQIImembran aus unterschiedllchen Substanzen 
bestehen. 



Mittel nach einem Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daft die 
im Innern der Mikrokapsel enthaltenen Zellen bzw. Enzyme in einer 
Matrix eingebettet sind. 



4. 



Mittel nach Anspnjch 3, dadurch gekennzeichnet, daft die Matrix eine 
Alginat-Verbindung eines mehrwertigen Kations aufweist. 
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Mittel nach Anspruch 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, dad 
mindestens eine Schicht der HQIImembran aus einer von der die Zellen 
bzw. Enzyme einbettenden, die Matrix bildenden Substanz 
unterschiedlichen Substanz besteht. 



Mittel nach Anspmch 5, dadurch gekennzeichnet, dafi die Matrix im 
Innern der Mikrokapsel verflussigt ist. 



Mittel nach einem der vorherigen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, 
dali die Schichten kovalent oder/ und ionisch nniteinander verbunden 
sind. 



Mittel nach einem der vorherigen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, 
dad die HQIImembran fiir auHerhalb der Mikrokapsel befindliche 
Wirkstoffe und/ oder Mikroorganismen, die die im Kapseiinneren 
enthaltenen Zellen bzw. Enzyme in ihrer Aktivitat beeintrachtigen, nicht 
durchlassig Ist. 



Mittel nach einem der vorherigen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, 
dad im Inneren der Mikrokapsel Zellen mindestens einer Spezies von in 
der alkoholischen-Garung, vorzugsweise bei der Weinherstellung. 
eingesetzten Hefen enthalten sind. 



Mittel nach einem der vorherigen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, 
dad im Inneren der Mikrokapsel Zellen mindestens einer Spezies von 
im biologischen Saureabbau bei der Weinbehandlung eingesetzten 
Milchsaurebakterien enthalten sind. 
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Mittel nach einem der vorherigen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, 
dali im Inneren der Mikrokapsel ein oder mehrere Enzyme aus der 
Gruppe der Pektinasen, Glucanasen, p-Glucosidasen, Proteasen oder/ 
und Glucose-Fructose-lsomerasen enthalten sind. 



Mittel nach einem der vorherigen Anspruche. dadurch gekennzeichnet, 
daB im Inneren der Mikrokapsei Zellen von mindestens einer Spezies 
von Mikroorganjsmen und mindestens ein Enzym enthalten sind. 



Mittel nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dali im Inneren der 
Mikrokapsel Zellen mindestens einer Spezies von in der 
Weinherstellung eingesetzten Hefen sowie mindestens ein 
Hefezellwandpraparat oder/ und eine Glucose-Fructose-lsomerase 
enthalten sind. 



Mittel nach einem der vorherigen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, 
daB im Inneren der Mikrokapsel neben den Zellen bzw. Enzymen 
mindestens ein die Aktivitat der Zellen bzw. Enzyme steigernder Stoff 
enthalten ist. 



Mittel nach einem der vorherigen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, 
dali mindestens eine Schicht der Hullmembran aus mindestens einem 
Polymer aufgebaut ist. 



16. 



Mittel nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB das Polymer 
ein Polyelektrolytkomplex ist. 
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1 7. Mittel nach Anspruch 1 6, dadurch gekennzeichnet, dali der 
Polyelektrolytkomplex mindestens ein Polyanlon aus der Gruppe 
Polyacrylsaure, Polymethacrylsaure, Polyvinylsulfonsaure, 
Polyvinylphosphonsaure, Alginsaure, Cellulose-Derivate, insbesondere 
Carboxymethylcellulose Oder Cellulose-Schwefelsaureester. Schellack 
Oder Bestandteile von Schellack, wie Aleuritinsaure oder Shellolsaure, 
urid mindestens ein Polykation aus der Gruppe Poiyethyienimin, 
Polydimethyldiajlylammonlum, Chitosan oder Poly-L-Lysin autweist. 

1 8. Mittel nach Anspruch 1 6 oder 1 7, dadurch gekennzeichnet, daR das 
Polyanion oder das Polykation einen mittleren Polymerisationsgrad von 
100 bis 15.000 aufweist, wobei das Polykation bzw. Polyanion als 
Gegenion einen mittleren Polymerisationsgrad von uber 50.000 
aufweist. 



19. Mittel nach Anspmch 15, dadurch gekennzeichnet, daft das Polymer 
Polystyrol, Polymethylmethacrylat oder/ und Naturkautschuk oder 
deren Gemisch mit einem oder mehreren Polyelektrolytkomplexen 1st. 

20. Verwendung eines Mittels nach einem der Anspruche 1 bis 19 zur 
Herstellung von Bier, dadurch gekennzeichnet, dali die Mikrokapsein 
Zellen einer oder mehrerer in der Bierherstellung eingesetzter Spezies 
von Hefen enthalten. 

21 . Venwendung eines Mittels nach einem der Anspruche 1 bis 1 9 zur 
Herstellung von niedemnolekularen Alkoholen, vorzugsweise von 
Ethanol, dadurch gekennzeichnet, daft die Mikrokapsein Zellen einer 
Oder mehrerer Hefespezies enthalten, die die Erzeugung des Alkohols 
in hohen Ausbeuten ermoglichen. 
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Geanderter Hauptanspruch 

1 . Mittel zur Herstellung und/ Oder Behandlung alkoholhaltiger Getranke, 
insbesondere Wein oder Schaumwein, 

bestehend aus Mikrokapseln. die jeweils mindestens eine das Kapselinnere 
vollstandig umschlieflende Hullmembran aufweisen, wobei das Kapselinnere 
Zellen mindestens einer Spezies von Mikroorganismen und/ oder ein oder 
mehrere Enzyme umfafit, und 

wobei die Hullmembran fur die im Kapselinneren eingeschlossenen Zellen 
bzw. Enzyme nicht durchlassig ist. und 

wobei die Hullmembran fur die von den Zellen bzw. Enzymen 
umzusetzenden Edukte und fur zumindest einen Teil der von den Zellen bzw. 
Enzymen umgesetzten Produkte durchlassig ist. 

dadurch gekennzeichnet, 

daft die Hullmembran mindestens zwei radial ubereinander angeordnete 
Schichten aufweist. wobei jede Schicht alle radial darunter angeordnete 
Schichten vollstandig umschlieflt, und wobei die Schichten keine der im 
Kapselinneren einschlossenen Zellen bzw. Enzyme aufweisen. 
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(54) Title: AGENT FOR PRODUCING AND/OR PROCESSING ALCOHOLIC BEVERAGES, IN PARTICULAR WINE OR 
SPARKLING WINE, AND USE OF SAID AGENT 

(54) Bezeichnung: MTITEL ZUR HERSTELLUNG UND/ODER BEHANDLUNG ALKOHOLHALTIGER GETRANKE, INSBESON- 
DERE WEIN ODER SCHAUMWEIN, SOWIE DESSEN VERWENDUNGEN 

(57) Abstract 

The invention relates to an agent used in the production and/or processing of alcoholic beverages, in particular wine or sparkling 
wine. Tills agent is composed of microcapsules which each have an enveloping membrane that encloses the capsule interior completely. 
The capsule interior contains cells of at least one species of micro-organism, such as yeast or lactic acid bacteria, and/or one or more 
enzymes. The invention seeks to produce microcapsules having the following characteristics: ability to permanently immobilize the cells 
or enzymes; presence of enveloping membranes with adjustable transparency and mechanical stability, in accordance with need; liquefiable 
content of the microcapsules. To this end, the envelope membrane is composed of at least two radially superimposed layers. Each layer 
encloses all the layers arranged beneath it completely. The invention also relates to the use of this agent in the production of beer and 
low-molecular alcohols. 



(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung beschreibt ein Mittel zur Herstellung und/oder Behandlung alkoholhaltiger Getranke, insbesondere Wein oder 
Schaumwein, das aus Mikrokapseln besteht, die jeweils eine das Kapselinnere voUstandig umschlieBende Hullmembran aufweisen. Das 
Kapselinnere weist Zellen mindestens einer Spezies von Mikroorganismen, wie Hefen oder Milchsaurebakterien, und/oder ein oder mehrcre 
Enzyme auf. Die Aufgabe der Erfindung, Mikrokapseln bereitzustcllen, die die Zellen bzw. Enzyme dauerhaft immobilisiert, bei denen 
die Durchtassigkeit und die mechanische Stabilitat der Hullmembran gezielt einstellbar sind, und bei denen der Inhalt der Mikrokapseln 
verflussigbar ist, wird dadurch gelost, da6 die Hullmembran mindestens zwei radial Obereinander angeordnete Schichten aufweist. Jede 
Schicht umschlieBt alle radial darunter angeordnete Schichten vollstandig. Weiterhin betrifft die Erfindung die Verwendung des Mittels zur 
Herstellung von Bier und niedenmolekularen Alkoholen. 
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Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 



Dieser Internationale Recherchenbericht umfafBt insgesamt 3 



. Blatter. 



[xl Daruber hinaus liegt Ihm Jewells eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Q Bestimmte Anspruche haben sich als nichtrecherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 

2. Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung(slehe Feld II). 

3. \^ In der internationalen Anmetdung ist ein Protokoll einer Nucleotide und/oder Aminosauresequenzoffenbart; die Internationale 

Recherche wurde auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt, 
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I I das vom Anmelder getrennt von der internationalen Anmeldung vorgelegt wurde, 
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Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung in der eingerelchten Fassung hinausgeht. 

I I das von der Internationalen Recherchenbehorde In die ordnungsgem^Be Form ubertragen wurde. 

4. Hinsichtllch der Bezeichnung der Erfindung 

[xl wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
I I wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt. 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

[xl wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

I I wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der Feld ill angegebenen Fassung von dieser Behdrde 

festgesetzt. Der Anmelder kann der Internationalen Recherchenbehorde innerhalb eines Monats nach 
dem Datum der Absendung dieses internationalen Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 



6. Folgende Abbildung der Zeichnungen Ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: 

Abb. Nr. wie vom Anmelder vorgeschlagen keine der Abb. 

I I well der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
I I well diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 
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